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Les cytokines pro-inflammatoires interleukine-lf3 (IL-l) et interleukine-17
(IL-17) occtipent une place primordiale dans l’étiologie des maladies d’origine
inflammatoires comme l’arthrite rhumatoïde (RA). IL-43 est secrétée setilernent par
les macrophages/monocvtes et IL-17 dérivent exclusivement des cellules T. Les
cellules T activées activent et stimulent les macrophages/monocytes à secréter de IL
43 soit par un contact cellulaire direct ou via la production de IL-17. Cette interaction
stimule les cellules résidentes du cartilage articulaire (synoviocytes et chondrocytes) à
secréter de grandes quantités des prostaglandines de type E (PGE2). Ces molécules
lipidiques dérivées de l’acide arachidonique, sont synthétisées par la cascade
enzymatique de la cyclooxygénase-2 (COX-2). Ce dernier est un enzyme inductible
non exprimé à l’état normal non stimulé. Le niveau élevé de l’ARNm de COX-2, de
la protéine de COI-2 et de la PGE2 secrétée. observé chez les membranes synoviales
malades a été associé étiologiquernent avec le processus de développement des
maladies arthritiques. Les mécanismes par lesquels IL-1f3 et IL-17 régulent
l’expression de COX-2 ne sont pas encore clairs. Les études cinétiques ont montré
qtle l’ARNm de COX-2 est fortement induit par IL-43 et IL-17 et cette induction est
p38 MAPK dépendante. L’inhibition de la p38 avec SB (inhibiteur sélectif de la p38
MAPK) abolit complètement cette induction. L’activation de la p38 par IL-17 était
directe mais dans le cas de IL-1f3 elle est PGE2-dépendante et est associée à une
accumulation ambiante de la PGE2. Les études de western blot faites avec différents
anticorps anti-phospho MAPKs montrent que IL-43 et IL-17 phosphorylent et
activent les intermédiaires de signalisation et les facteurs de transcription appartenant
à la voie p38 selon la cascade MKK3/6/SAPK/p38/ATF-2. Une bifurcation
importante, dans le cas de IL-17, abotitit à l’activation de la voie MNK1/eIF4E, clé
pour le recrutement du ribosome et l’initiation de la traduction. Il est à noter que les
voies SAPK/JNK. Akt et NF-KB ne sont pas activées par IL-1 7. La région promotrice
de COI-2 contient plusieurs éléments cis qui peuvent être impliqués dans la
régulation transcriptionnelle du gène COX-2 comme ATF/CRE. c/EBP et NF- KB.
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Dans notre système cellulaire. les mutations introduites seulement dans le site
ATF/CRE sont suffisantes polir abolir l’activité promotrice indtiite par IL-lB et IL-17
et réduire même le niveau d’activité basale du promotetir. Cette implication de ATF-2
est démontrée par la surexpression des leurres moléculaires, pour le facteur ATF-2,
qui réduisent l’activité basale et induite du promoteur. Les expériences de
retardement sur gel montrent une liaison accrue du complexe ATF2/CREB sur le site
CRE. Les autres sites. particulièrement NF-KB. ne jouent aucun rôle. IL-17 n’active
pas cette voie de signalisation. Les mutants dominants négatifs de TRAF2/6 n’ont
aucun eftt inhibiteur sur l’induction de I’ARNm de COX-2 par tL-1f3 et IL-17, de
même que les inhibiteurs pharmacologiques de IKK. La présence des séquences AU
rich (ARE) dans la partie 3’-UTR de I’ARNm suggère tin modèle de régulation
majoritairement post-transcriptionnel. Les cytokines pro-inflammatoires par
l’intermédiaire de la p38 atigmentent la demi-vie de I’ARNm de COI-2 en stimulant
la production des protéines liant spécifiquement l’ARN e.g.. HuR. Les résultats de
Northern blot montrent que iL-113 et IL-17 stabilisent LARNm et la synthèse
protéiqtie de COX-2 via des séquences AREs distaies. Les cellules transfectées avec
des plasmides qui stirexpriment différents types de protéines liant l’ARN (AUFI.
HuR. et TTP), sauf TTP produisent tin effet et déstabilisent les constructions COX-2-
3’-UTR via de séquences AREs distales. li est important à noter que TTP est
phosphorylée par la p38, cette phosphorylation peut modifier ses propriétés de liaison
à l’ARN et par la stiite sa fonction. Dans le cas des cellules stimulées avec IL-113, la
stabilisation de l’ARNrn est excltisivement PGE2 dépendante, vu que l’activai ion de
la p38 dépend essentiellement de la PGE2 secrétée. L’inhibition de la synthèse des
prostaglandines par des inhibiteurs sélectifs de COI-2 (NS 398) diminue
considérablement le niveau de i’ARNrn de COI-2 et provoque une chute de la durée
d’activation de la p38. L’addition exogène de la PGE2 à des concentrations
physiologiqties renverse complètement l’effet inhibiteur de NS. Les expériences de
criblage en utilisant des anticorps et des agonistes pour différents sous-types de
récepteurs de la PGE2 montrent que la transmission du signal par la PGE2 est médiée
par le sous-type récepteur EP4. Il est évident d’après nos résultats que la COX-2 est
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Q régulée post-transcriptionnellement dont la composante transcriptionnelle est
minoritaire et que la COI-2 devient un système modèle pour décrire le mode de
rétulation des tiênes inflammatoires.




Pro-inflammatorv cvtokines such as interleukin- I f3 (IL-l f3) and interleukin-1 7
(IL-17) occupy a primordial place in the etioiogv of diseases of infiamrnatory origin
such as rheumatoid arthritis. IL-113 is seci-eted by macrophages/inonocytes while IL
17 is an excitisive T ccli derived cytokine. Despite contact mediated activation of
macrophages hy stimulated T lymphocytes. which promotes IL-113 production.
activation of macrophages and IL-113 production occur afier T ccii secretion of IL-17.
This interaction is thought to stimulate resident cells (synoviocytes and chondrocytes)
to produce large amount of prostaglandins specifically type E (PGE2). These lipid
metabolites derived from the arachidonic acid are synthesized through the
cyclooxygenase-2 (COX-2) enzymatic cascade. COX-2 is an inducible enzyme.
Norrnally flot expressed. the elevated levels of COX-2 mRNA. COX-2 protein, and
PGE2 release observed in OA/RA-affected synovial membranes have been associated
etiologically with the disease process. Despite its ciinical importance. rnechanisms
by which IL-113 and IL-17 regulate COX-2 mRNA expression are flot fully
uncovered. Tiine course and dose response sttidies showed that IL-113 and IL-17 both
strongly induce COX-2 rnRNA. A phenomenon entirely p38 MAPK-dependent. as
inhibition of p38 with SB (selective ccii permeable p38 inhibitor) block completely
this induction. IL-]7 was observed to prornote rapid and sustained p38 activation
while the p38 activation pattern in case of IL-113 is attributed to ambient accumulation
of PGE2. Western blot analysis using specific anti-phospho MAPK antibodies
showed that IL-113 and IL-17 only phosphorylate and activate signaling components
and transcription factors of the p38 MAPK pathway according to
MKK3/6/SAPK/p3$/ATF-2 cascade. A bifurcation occtirs in IL-17 mediated
activation of p38 pathway to MNK1/eIF4E a key component for ribosome
recruitment and translation initiation. lnterestingly SAPK/JNK, Akt and Nf-KB
signaling pathways are not activated by IL-17. The prornoter of COX-2 contains
multiple cis acting elements that may be involved in COX-2 transcription regulation
such as, ATFICRE, c/EBP and NF-KB. In our ccli culture model. mutations
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introduced in ATF/CRE site were sufficient to abrogate IL-1f3 and IL-17 induction of
COX-2 as weIl as basal prornoter activity. ATE-2 decoy constructs reduce basal and
induced COX-2 prornoter activity. EMSA studies showed an increase binding of
ATF/CRE dirner at the COX-2 ATF-2/CRE site. Although strongly indticed by IL
1f3, NF-KB pathway had no effect on COX-2 induction. IL-17 do not activate this
signaling pathway, dominant negative mutants of TRAF2/6 had no efFect on IL-1 F3
and IL-17 COX-2 induction while they completely abrogate NF-KB driven luciferase
mRNA constructs induction. Same results were obtained with IKK pharmacologic
inhibitors. The 3’-UTR of COX-2 mRNA contains AU-rich instability seqtiences
(ARE) which suggest a post-transcriptional mechanism ofCOX-2 mRNA regulation.
Pro-inflammatory cytokines throcigh p38 MAPK activation increase steady state
levels of COX-2 rnRNA by stirntilating the prodtiction of cognate RNA binding
protein such as. HuR. Northern blot anal sis showed that IL-1f3 and IL-17 promote
COX-2 rnRNA stabilization and increase COX-2 protein biosynthesis via distal ARE
seqtiences. In celis transfected with plasmids that overexpressed different RNA
binding protein (AUFI, HuR and TTP), only TTP destabilize COX-2-3’-UTR
construct via distal ARE sequences. TTP is known to be phosphotylated by p38.
which may rnodify its RNA binding properties and hence its activity. In IL-I[3
activated ceils, rnRNA stability is exclcisively PGE2 dependant since p38 activation
depends entirely on secreted PGE2. Inhibition of prostaglandin synthesis with NS
398 (COX-2 selective inhibitors) abolishes COX-2 mRNA levels and rnarkedly
decrease time and duration of p38 activation. Incubation of ceils with exogenous
PGE2 at physiological Ievel reverses completely NS mediated inhibition of COX-2
message induction. Screening experirnents with antibodies and agonists against
different PGE2 receptor subtypes revealed that PGE2 signal via the EP1 receptor
subtype. Our results strongly support a post-transcriptional model ofCOX-2 mRNA
regulation in which transcriptional component is a minor determinant and that COX-2
represents a system model for studying pro-inflarnmatory gene regulation.
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1. 1) Ostéoarth rite
L’ostéoarthrite (OA) est la maladie articulaire rhumatismale la plus fréquente
au monde. Elle se manifeste d’une tçon tr-ês variable chez les individus atteints par
cette maladie. Les symptômes incluent une instabilité et une déformation des
articulations, une raideur et une douleur qui restent la cause essentielle pour les
consultations médicales. Le coût attribué à cette maladie est énorme. Ce coût est
relié à la prépondérance majeure de la maladie, à l’insuffisance de l’orientation
professionnelle et non professionnelle des patients OA, et aussi à une perte
occasionnelle de s’autogérer (Yelin E. 1995). Une amélioration significative dans la
compréhension de J’étiopathogenèse de l’ostéoarthrite était à la base du changement
de l’approche conceptuelle et de son management. fournissant ainsi de nouvelles
mesures préventives et des approches plus claires des méthodes thérapeutiques
envisagées. Plusieurs directives pour le management de I’ostéoarthrite à certains sites
spécifiquies ont été développées et établies (Levy E. 1993). Les approches
thérapeutiques doivent prendre en considération que l’ostéoarthrite n’est plus qu’une
simple dégradation du cartilage, mais elle implique des processus biochimiques et
biomécaniques dynamiques (Hochberg MC. 1995). En effet. le dommage articulaire
se produit via une activité de remodelage intense qui touche toute la structure
articulaire. Malgré le fait que les changements biologiques soient majoritairement
localisés au niveau du cartilage articulaire qui reste toujours au centre de l’action,
l’ostéoarthrite est de plus en plus considérée comme mine maladie de toute la jonction
articulaire. et se traduit par la suite par une faillite fonctionnelle de l’articulation
comme organe.




Malgré la prépondérance de la maladie et son impact énorme sur le système
de santé, il n’existe pas jusqu’à date une définition précise de la maladie qui est
connue sous le nom de “maladie dégénérative des jonctions articulaires” (degenerative
joint disease). Cette maladie dont l’étiologie est inconntme est caractérisée par la
dégradation du cartilage articulaire comme cible primordiale de la maladie. En 1986
le Sous-Comité sur lOstéoarthrite du Collège Américain de la Rhumatologie et le
Comité des Critères Thérapeutiques ont établi la définition suivante de l’ostéoarthrite:
L’ostéoarthrite est un groupe hétérogène de conditions conduisant aux symptômes et
signes des maladies des jonctions caractérisées par une perte de l’intégrité du cartilage
articulaire et des changement de l’os sous-jacent au niveati de la jonction marginale
(Hutton CW. 1989). Cette définition a été développée pour inclure les changements
cliniques. pathophysiologiques, biochimiques et biomécaniques: “dti point de vue
clinique la maladie est caractérisée par une douleur au niveau de la jonction
articulaire, une fragilité de l’articulation. limitation dii mouvement, effusion
occasionnelle et des degrés variables d’inflammation mais sans effets systémiques
(Altman et al.. 1986). Une définition plus récente a été élaborée en 1994. elle
considère l’ostéoarthrite comme étant un groupe de plusieurs maladies se chevauchant
qui peuvent avoir des étiologies différentes mais des résultats biologiqties. cliniques
et morphologiques similaires. Dans ce cas l’impact de la maladie dépasse le cartilage
pour inclure tous les composants et l’entourage de l’articulation (Brandt KD, 1986).
Les auteurs ne cessent de modifier la définition en raison des nouvelles données de
recherche qui contribuent à identifier de nouvelles composantes essentielles à
l’étiologie de la maladie. “L’ostéoarthrite est une maladie non inflammatoire
caractérisée par une dégradation dti cartilage articulaire et une croissance de l’os aux
bords et à la stirface des jonctions (Kuetiner KE. 1995)
Faculté des Études Supérieures 21
Université de Montréal
\Vissarn Faotir
C 1. 1. 2) Progression de la maladie
La relation entre les changements au niveau du cartilage et de l’os est toujotirs
un sujet de débat. Un point final de l’ostéoarthrite est la perte localisée du cartilage
articulaire mais les étapes qui précèdent représentent un défi majeur pour la
compréhension de la maladie. OA est connue comme étant un trouble articulaire
multifactoriel dont la progression de la maladie se fait très lentement. Les facteurs à
risqties comme l’âge. les facteurs génétiques. hormonaux. et mécaniques sont des
contributeurs essentiels au développement et à la progression de la maladie. Les
études faites sur des modèles expérimentaux de OA montrent que la lésion se produit
premièrement au niveati du cartilage. Certaines évidences suggèrent que les
déformations de l’os souschondral et la vascularisation qui s’y associe, précèdent la
dégradation du cartilage. Il est connu que durant les évènements précoces de la
progression de OA. le cartilage articulaire perd sa capacité absorbante d’énergie. l’os
souschondral présente des microfractcires et une sclérose au niveau de l’os
trabéculaire. Ce qui abouti à un cartilage très sensible et incapable de résister aux
sti-ess mécanique. Mais la démonstration du concept impliquant l’os souschondral
comme responsable primaire reste à démontrer. Bref, les évènements initiatieurs de
la maladie n’épargnent atictm tissu de l’articulation. Le cartilage. l’os souschondral et
la membrane synoviale, et leur pathologies respectives sont inter-connectés (William
J Koopman. 1996). Le cartilage articulaire possède des propriétés biochimiques
tiniques qui sont maintenus grâce aux molécules de sa matrice extracelltilaire. La
faillite biomécanique observé chez le cartilage arthrosique est essentiellement due à la
perte de sa matrice extracellulaire. Malgré que le phénomène de mortalité des
chondrocytes n’est pas généralement admis dans l’étiologie de OA. il est certain que
ce phénomène joue un rôle primordiale dans la progression de la maladie. Dans un
cartilage normal, le remodelage de la matrice extracellulaire est lent et les
chondrocytes expriment les gènes spécifques au cartilage articulaire e.g.. le collagène
de type Il . Parcontre une activité de remodelage accrue est obsérvée au niveau des
chondrocytes OA ainsi quune expression des molécules atypiques de la matrice
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cartilagineuse e.g.. le collagène de type I. Un shérna globale peut être établi pour
expliquer la progréssion de OA. Premièrment. Factivité de remodelae dans les
chondroc\ tes est augmentée. elle se traduit par une élevation accrue de lexpression
des gènes de collagène de type Il et de Lagrécane. Enstiite. le phénot)pe des
chondrocytes est altéré suite à Fexpression de certains gènes atypiques de la matrice
extracellulaire (collagène de type I). Finalement, la suppréssion de l’expression des
gènes du collagène de type Il et de l’aggrécane. est suivie par une perte des molécules
dii collagène de type 11 et de l’aggrécane grâce â l’induction de l’expression des
métalloprotéases (MMPs) qui dégradent la matrice extracellulaire dii caiïilage (Rédini
F. 2001). Ce phénomène est catalysé par les stress mécaniques appliqués promouvant
davantage une perte du cartilage articulaire. L’origine de ce processus peut être au
niveau des couches superficielles et ensuite progrèsse pour toucher les zones les plus
profondes (Rédini F. 2001). À part les facteurs biornécaniqes qui influencent la
physiologie des chondrocytes. les interactions moléculaires avec les cellules
avoisinantes les chondrocytes influencent profondement la physiologie des
chondroctes. À l’état normal. le chondrocyte assure la synthèse et la dégradation de
totis les composants du cartilage articulaire et est responsable de l’équilibre
homéostatique du cartilage articulaire (Muir. 1995). Dans tine articulation
arthrosique. l’interleukine-l. le facteur de nécrose des tumeurs et l’interleukine-6 ont
été isolés dans l’articulation et peuvent activer les chondrocytes. D’autre part, ces
factetirs synthétisés par les chondrocytes eux-mêmes et les synoviocytes peuvent
donc agir d’une façon autocrine et paracrine. Le rôle de IL-l est prédominant dans le
catabolisme du cartilage. 1] active la dégradation de la matrice extracellulaire par la
libération d’enzymes (collagénases. gélatinases. stromélysine) et il inhibe la synthèse
des protéoglvcanes et des glycoaminoglycanes articulaires et la prolifération des
chondrocytes (Tan L. 2003). À I’ inverse, les facteurs de croissance comme IGF-1 et
le TGF-f3 ont des activités opposées à celles de FIL-l. ainsi, ils stimulent les activités
de synthèse des chondrocv tes et diminuent la dégradation (Moses & Serra. I 996). Le
processus arthrosique se caractérise par trois étapes : dans un premier temps. une
lésion principale apparaîssante ati niveau du cartilage articulaire arthrosique provoque
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(‘ une déplétion locale en protéoglycanes de la matrice extracellulaire, accompagnée de
modifications structurales dimintition de la taille des aggrégats, augmentation de la
quantité de protéoglycanes libres, diminution de la longueur des chaînes de
chondroitine sulfate avec une structure modifée. Ces anomalies se concentrent
principalement au niveau des zones de fibrillation. Par conséquent. le chondrocyte va
essayer de combler la perte en protéoglycanes et de réparer le cartilage articulaire
fissuré suite à cette lésion. Au cotirs de celle étape. on assite à une reprise de la
division cellulaire et à une synthèse accrue d’aggrécane dont la composition et la
structtire sont modifées. ce qui entraîne une perte de l’aggrégation des
protéoglycanes. Parallèlement. l’apparition d’un autre type de protéoglycane.
versicane. représente un marqueur du changement phénotypique du cartilage hyalin
en fibrocartilage. L’ensemble de ces modifications qualitatives et quantitatives
provoqtie une altération des propriétés biophysiques du tissu. Puis dans un troisième
temps, lorsqtie l’arthrose devient plus sévère, les capacités de synthèse du
chondrocyte diminuent puis chutent complètement. On assite à une augmentation de
la synthèse et la libération des métalloprotéases. responsables de la dégradation des
agrégats et des monomères de protéoglycanes. dont la taille diminue empêchant leur
aggrégation, et de la diminution du diamètre des fibres de collagène de type Il. En
parallèle, l’apparition de collagène de type I provoqtie tine augmentation de la dureté
du cartilage articulaire. La diminution de la concentration en protéoglycanes, malgré
l’atigmentation de synthèse. stiggère une prédominance importante du catabolisme de
la matrice exrtacellulaire. Ces anomalies apparaissent bien avant la fibrillation de la
surface du cartilage articulaire et entraînent l’altération des fonctions biomécaniques
du tissu (AignerT. 2002). (Rédini F. 2001). (Sandell & Aigner 2001). En conclusion.
des variations «exptession des différentes familles de protéoglycanes du cartilage
incluent des altérations multiples selon les fonctions remplies par ces protéoglycanes
au sein du tissu. Ainsi, des modifications dans l’expression de l’aggrécane entraînent
une altération des propriétés fonctionnelles du tissu, à savoir une hyperhydratation du
cartilage articulaire, une altération de l’élasticité et de la compressibilité, une réponse
mécanique anormale à des charges normales qtiotidiennes. une augmentation des
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microfractures. une désorganisation de l’ultrastrticture de la matrice extraceiltilaire.
des anomalies microscopiques menant à la fibrillation. Dans les stades ultimes de la
maladie on assiste à l’ulcération dii cartilage articulaire avec mise à nu de l’os
souschondral. En revanche, des modifications d’expression des protéoglycanes de
surface entraînent des modulations dans l’activité biologique de certains facteurs de
croissance tels que le FGF ou le TGF-f3. pouvant entraîner une variation de la
prolifération cellulaire, indispensable à la tentative de réparation dti cartilage initiée.
dans les stades précoces de l’arthrose. Pour comprendre la base moléculaire de OA il
est donc nécessaire de connaître la structure et le rôle des différents tissus qui forment
l’articulation et les voies qui régulent leur métabolisme
1. 2) Biologie de l’articulation
1. 2. J) Développement, structure et fonction du cartilage articulaire
Les articulations sont classées en jonctions mobiles (jonction synoviale) et
immobiles (Gray. 1973). Les jonctions synoviales sont majoritaires par rapport aux
autres types d’artictilations. Une articulation synoviale comprend deux os dont les
extrémités sont liées par un tissu cartilagineux lisse et résistant de nature hyalin
appartenant au tissu conjonctif primaire. Du point de vue embryologie et
développement le cartilage fait partie des éléments squelettiques. Les éléments
squelettiques sont formés via deux voies développernentales différentes. Le cartilage
et les os longs sont formés via une succession d’étapes qu’on désigne sous le nom
d’ossification endochondrale (DeLise. 2000). La première étape de différenciation
est caractérisée par tin recrutement et une condensation des cellules
mésenchymateuses. Cette condensation va donner des chondroblastes prolifératifs,
qui vont être soit remplacés par des ostéoblastes pour former les os. ou poursuivre
une étape de différenciation terminale vers des chondrocytes matures qtii secrètent la
matrice extracellulaire du cartilage (Gray. 1973). (Tickle and Munsterberg. 2001).
La chondrogenèse est la première étape de lossification endonchondrale. elle aboutit
à la formation des divers tissus squelettiques responsables de la structure et de la
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motilité chez les vertébrés. C’est une série «étapes complexes. hautement
organisées et contrôlées. dont la première consiste en une migration des celitiles non
différenciées de la plaque latérale dti mésoderme. vers le tissu déstiné à être de l’os.
Ces cellules précurseurs se condensent en s’empactant les unes à côté des autres, et
en subissant une augmentation du nombre des cellules par unité de volume ou de
surface, selon tin rythme prolifératif normal (FelI HB. 1925). Ce processus de
condensation. aboutissant ultérieurement à la formation de la plaque de croissance
cartilagineuse représente la base de l’établissement de la position. de la forme. et du
nombre des éléments squelettiques futures. Durant cette étape les chondroblastes
mitotiquement actifs cessent de se diviser et poursuivent une phase terminale de
différenciation pour devenir des chondrocytes matures oti s’hypertrophient et
meurent par apoptose pour être remplacé par les ostéoblastes néoformés et la moelle
osseuse. Chaqtie étape de la chondrogenèse est caractérisée par un changement
morphologique et phénotypiqtie bien défini. Les chondrocytes matures expriment
des gènes conduisant à maintenir une différenciation chondrocytaire terminale tel que
le facteur de transcription Sox9 et les gènes codant des protéines de la matrice
extracellulaire (collagène de type 11). ou le gène de collagène de type X dans le cas
des chondrocytes hypertrophiés (Kosher, 1986). Un bon déroulement de l’étape de la
condensation est crucial pour le développement normal des cellules
mésenchymateuses non différenciées vers un cartilage compétent. Pour cette raison.
cette phase a été nommée « le squelette membranaire ». Ce processus est régulé selon
différents mécanismes incluant des interactions cellule-cellule, cellule- matrice
extracellulaire (MEC), et par l’intermédiaire des interactions spécifiques entre les
ligands secrétés avec leurs propres réceptetirs. L’adhésion entre les celltiles se
prodtiit grâce aux molécules d’adhésion N-cadhérine et N-CAM (DeLise. 2000).
Tandis que l’interaction des cellules avec la MEC, au niveau des zones de la
condensation cellulaire, se fait avec les fibronectines (KulyK WM, 1989). D’ailletirs
le niveau de l’expression de ces gènes varie dépendemment de l’étape de transition
considérée, La croissance de l’os est unidirectionnelle et se fait suivant une
prolifération des chondrocytes guidée par trois types d’axes de développement: l’axe
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C proximo-distal, l’axe antéro-postérieur et l’axe dorso-ventral. L’établissement de ces
axes est très complexes. letir rôle est de maintenir une croissance moléculaire
coordonnée, parfaite et normale de l’os. Les composantes moléculaires necéssaires
pour le ttaçage de ces axes incluent les facteurs de croissance (EGE....). les facteurs
appartenenant à la famille de TGF-f3. les glycoprotéines secrétées de la famille Wnt.
les facteurs hedghog (SI-IH). les rétinoïdes et la famille des gènes Hox. Ces
différents facteurs sont aussi interconnctés de telle façon que les composants (FGFs)
d’un tel axe (proximo-distal) modulent l’expression des gènes (Stih) d’un autre axe
(antéro-postérieur) (DeLise. 2000). Les études faites sur les souris transgéniqtles ont
permis la découverte de nombreuses mutations causant un développement anormal de
l’os. Ainsi, certaines mutations situées au niveau du recepteur de FGF3 et reduisant la
croissance osseuse ont été tmtivées chez les personnes souffrant d’achondroplasia et
hypochondroplasia (Bellus GA. 1995). (Shiang R, 1994). La liste des facteurs
moléculaires impliqués dans la chondrogenèse ne cesse de s’élargir pour inclure les
voies des MAPKs qui jouent un rôle clé à cet égard (Stanton 2003). Malgré le
progrès réalisé dans ce domaine, les mécanismes moléculaires impliqués dans la
transition d’une étape à tine attise ne sont pas encore élucidés. Le cartilage articulaire
est un tissu non vascularisé, non innervé et n’est pas irrigué par la circulation
lymphatique. Il est situé aux extrémités des os longs. C’est un tissu lisse et résistant.
Son rôle essentiel est d’éviter les forces de frottement au niveau de l’articulation en
assouplissant le mouvement et le repartissant d’utie façon uniforme dans
l’articulation. Le cartilage articulaire est constitué de chondrocytes noyées dans une
matrice extracellulaire formée de protéoglycanes et des protéines non collagène,
imbibées dans un grand réseau de collagène type 11 (Fig.la. b). Ce dernier est attaché
au feuillet de l’os souschondral. Les propriétés biomécaniqties ainsi que les fonctions
du cartilage articulaire sont intimement liées à la composition et à l’assemblage des
composants de sa matrice extracellulaire. Le collagène de type Il est le composant le
plus abondant. Il forme avec les collagènes mineurs du type IX et Xl le réseau
fibreux tridimensionnel du cartilage. En plus de son rôle de stabilisatetir des
protéoglycanes. ce réseau contrôle le niveau d’hydratation du cartilage (Kosher et al.,
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C 1986). Au moment où le cartilage est comprimé sous l’effet d’un poids. les molécules
d’eau et les solutés sont expulsés de la matrice jusqu’à ce que les forces répulsives des
protéoglvcanes égalisent le poids du corps appliqué. Les protéoglycanes se
réhydratent et rétablissant la forme initiale du cartilage quand la force appliquée sur
le caiïilaue est enlevée tUrban et al.. 1979). Ce jeu de compression et de
décompression du cartilage est important afin de permettre un échange et une
accessibilité des nutrirnents et des protéilies au niveau de la matrice et par la suite aux
chondroc tes (Mow et al., 1992). La rupture de l’intégrité du réseau de collagène
observé dans OA provoque une hyperhydratation du cartilage articulaire et par la
suite une diminution de sa rigidité (O’Hara et al.. 1990). Les chondrocytes sont
responsables de l’homéostasie du cartilage articulaire. Leur rôle est de remplacer les
macromolécules perdues ou dégradées durant le métabolisme normal du cartilage.
Cependant. dans l’ostéoarthrite. cet éqtiilibre entre anabolisme et catabolisme est
rompu en faveur de la dégradation.
1. 2. 2) Classification, morphologie, et fonction des synoviocytes
La membrane synoviale est une couche de cellules très mince formée d’un
tapis de deux à trois cellules «épaisseur. Son rôle essentiel est de fournir à la cavité
de l’articulation et au cartilage articulaire des molécules lubrifiantes comme l’acide
hyaluronique. ainsi que de l’oxygène et des protéines plasmatiques nutritives. Dans le
cas normal, les synoviocytes sont les cellules prédominantes de la couche terminale
qui recouvre la cavité de l’articulation. Au-dessous de cette couche il peut exister
plusieurs autres types de cellules comme des fibroblastes. des macrophages. des
mastocytes. des cellules vasculaires et lymphatiques (Byers et al.. 1977). L’ensemble
de ces cellules avec la membrane synoviale forme le synovium. Les synoviocytes
sont séparés selon leur morphologie et leurs marqueurs moléculaires de surface en
deux types: synoviocytes de type A et synoviocvtes de type B. les synoviocvtes de
types A sont des cellules dont la morphologie est semblable à celle des macrophages.
elles sont des macrophage-like synoviocvtes (Roonev et al.. 1988: Wilkinson et al..
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1992). Ces cellules agissent comme des phagocytes pour débarrasser l’articulation
des débris qu’elle contient. aussi elles peuvent agir comme des cellules présentatrices
d’antigènes (Graabaek. 1982). Ces cellules peuvent contribuer au processus
inflammatoire observé dans le synovium grâce à leur capacité de synthétiser des
prostaglandines dans leurs lysosomes (Klareskog et al.. I 982). Les synoviocytes de
type B sont des fibroblastes. elles sont appelées fibroblastes-like synoviocytes
(Rooney’ et al.. 198$: Wilkinson et al.. 1992). Ces cellules sont responsables de la
lubrification de l’articulation en secrétant de l’acide hyaluronique. Elles synthétisent
aussi des composants matriciels comme le collagène. Elles sont capables de secréter
plusieurs types d’enzymes qui dégradent le cartilage et l’os.
CHAPITRE II
II. I) Biologie moléculaire de la cascade de l’arachidonate
L’acide arachidonique est présent in vivo sous forme estérifiée avec les
glycérophospholipides de la membrane cellulaire (Smith and Dewitt, 1996). Il est
libéré à l’intérieur de la cellule grâce â Lactivité des phospholipases (e.g.
phospholipase cytosolique A2). L’acide arachidonique libéré est le substrat du
métabolisme oxydatif de différents systèmes enzymatiques. La cascade de l’acide
arachidonique représente une série complexe et interconnectée de différentes voies de
biosynthèse aboutissant à la production des médiateurs lipidiques suite à des réactions
«oxygénation et/ou d’hydroxylation des acides gras polv-insaturés. Les médiatetirs
lipidiques comprennent les prostaglandines, les thromboxanes, les leukotriènes. les
lipoxines, les hépoxillines. les isoprostanes et une variété «acide gras hydroxylés.
peroxylés. ou hydroperoxylés. L’introduction des techniques de biologie moléculaire
a contribué à l’accélération des études sur les enzymes et les récepteurs responsables
du métabolisme et des fonctions physiologiques des eicosanoïdes. Les strtictures
primaires de plusieurs enzymes et récepteurs ont été déduites de leur ADNc
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correspondant. Ces derniers ont été utilisés pour surexprimer ces protéines dans
différents modèles cellulaires. Lutilisation des techniques de ciblage géniques a
approfbndi considérablement la connaissance des fonctions physiologiques et
pathologiques des eicosanoïdes. De plus les techniques de biologie structurale sont un
outil important pour étudier le mode daction de certaines enzymes clé de cette
cascade à L échelle atomique.
11. 1. 1) Les prostanoïdes
Les prostanoïdes dérivent de l’oxygénation des acides gras C18. C20 et C22.
Ces produits ayant des caractères hormonaux actifs sont connus sous le nom
d’eicosanoïdes (du Grec eicosa=vingt. acides gras dont la chaîne contient 20 atomes
de carbones). Les eicosanoïdes dérivent à leur tour des acides gras poly-insaturés w3
(n3) et w=6 (n6), elles incluent : Les prostanoïdes (prostaglandines. thromboxanes)
sont formées par la cascade enzymatique de la cyclooxvgénase. les leukotriènes
(Yokomizo et al.. 1997). les lipoxines (Serhan et al.. 1999). les hépoxillines (Pace
Asciak et al.. 1999). les acides gras monohydroxvlés produites par la voie
enzymatique de la lipoxygénase (Mucher et al.. 1998). les acides gras époxylés et
dihvdroxylés synthétisés par la cytochi-ome P450s (Chen et al.. 1999) et finalement
les isoprostanes (Morrow et al.. 1999). les isoleukotriènes ainsi que d’autres
peroxydes d’acide gras générés dimne façon non enzymatique (Khaselev and Murphy.
1999). Les effets biologiques puissants et forts des prostaglandines qui touchent
presque tous les organes du corps humain stimulaient considérablement la recherche
sur ces fascinantes molécules. Elles ont été découvertes en I 930 dans le liquide
séminal par deux laboratoires difUérents (Burr. 1930: Kurzrok R. 1930: Von Etiler
Us. 1934). Le premier a observé qtme des rats soumis à uiie diète lipidique.
présentaient un retard de croissance. des problèmes de reproduction. des lésions
rénales et une consommation excessive d’eau «ou la notion d’ « acides gras
essentiels ». L’autre groupe a identifié un factecmr ayant les propriétés des acides gras.
ce facteur qui était un vasodépresseur. et stimulait Factivité des muscles lisses. a été
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nommé « prostaglandine ». Il a fallu attendre 30 ans avant qtie Bergstrom cl
—
Samueisson élucident la structure des prostaglandines classiques et démontraient que
ces molécules sont synthétisées à partir de l’acide gras essentiel, l’acide
arachidonique (Bergstrom et al.. 1964). En 1971. Vane a remarqué que les
médicaments aspirine-like. connus potir leurs effets analgésiques. antipyrétiques et
anti-inflammatoires, inhibaient la biosynthèse des prostaglandines (Vane. 1971). Peu
après la découverte de la thromboxane A2. un Jctetir stimulant l’aggrégation des
plaquettes et un puissant vasoconstricteur, la prostacycline synthétisée par les parois
des vaisseaux a été isolée. Cette dernière netitralise l’effet de la thromboxane.
Depuis 1975 jusqu’à 1980 la biosynthèse des letikotriènes a été mise en place
démontrant que ces derniers sont des médiateurs lipidiques puissants associés avec
l’étiologie de l’asthme et des réactions allergiques (Samuelsson. 1983). L’importance
de la recherche sur les prostanoïdes a pris sa place en attribuant un prix Nobel dans le
domaine de recherche sur les eicosanoïdes (Nobel Prize, 1 982). La composition de la
famille des eicosanoïdes ne cesse d’augmenter pour engendrer presque tous les
produits à longues chaînes carbonées. poly insaturés et oxygénés, formés à partir
d’une cascade enzymatique ou non enzynlatique. L’acide arachidonique (20:40)6) est
le premier précurseur des eicosanoïdes dans les cellules des mammiFères. Les
caractéristiques propres atix «vrais» eicosanoïdes se révèlent pal’ la précision
stoechiométrique durant leur genèse et par leurs effets physiologiques puissants à
l’échelle nano molaire.
II. 1. 2) Mécanisme générale de synthèse des prostaglandines:
Les pm’ostanoïdes sont synthétisées via la voie de la cyclooxygénase à partir de
l’acide arachidonique (Smith et al.. 1996) (Fig.2). Elles comportent les
prostaglandines et les thromboxanes. La structure des prostanoïdes est celle d’un
acides gras à 20 atomes de carbone avec une liaison double tm’ans à la position C13-C14
et un groupe hvdroxyle en C15 et un anneau de carbone qui peut être un cyclopentane
(prostaglandine) ou un cvclohexane (thromboxane). Les abréviations utilisées pour
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désigner les différentes prostaglandines sont généralement indexées. e.g. PGE2. ce
nombre désigne le nombre des liaisons doubles se trouvant juste à côté de l’anneau.
La cascade de synthèse se produit dans une grande variété de cellules en réponse â
différents stimulis physioloiques et pathologiqties. Les prostaglandines néoformées
sont rapidement secrétées à l’extérieur de la cellule pour agir localement comme des
hormones d’une façon autocrine ou paracrine au niveau de leur site de production.
Leurs effets biologiques sont médiés par des récepteurs spécifiques localisés sur les
membranes cellulaires. La cascade de hiosynthêse comprend trois étapes. a) Lacide
arachidonique est libéré par hydrolyse des phospholipides membranaires des cellules
grâce à l’activité des phospholipases. e.g.. phospholipases A2. activées par un
stimulus externe, b) L’acide arachidonique libéré est converti en prostaglandine
endopéroxyde H2 (PGH) grâce à l’activité enzymatique de l’enzyme prostaglandine
endopéroxyde H synthase (PGHS) ou cyclooxygénase (COX). e) L’étape finale est
marquée par une conversion de PGI-12 néo synthétisée en prostaglandines bioactives.
Cette étape est catalysée par différents types de sy’nthétases distribuées en fonction dii
tissu dans l’organisme. Cette voie enzymatique génère cinq prostanoïdes bioactives
primaires qu’on appelle PGE2. PGF2(, PGD2. PGI2 et TXA2. L’implication de cette
voie dans un grand nombre de maladies comme le cancer, l’inflammation et
l’hypertension a été mise en évidence grâce à l’utilisation des inhibiteurs de la
cyclooxygénase comme les Médicaments Anti-Inflammatoire Non Stéroïdien
(NSAID). Ces derniers inhibent d’une façon non sélective la synthèse de toutes les
prostaglandines mentionnées ci-dessus.
11. 1. 3) Hydrolyse de l’acide arachidonique par la phospholipase-A2:
Deptiis 25 ans. le métabolisme de l’acide arachidonique (AA acide 5, 8, 11.
14-eicosatétranoique) a été sujet à des recherches intensives dans les domaines
pharmacologiques, biochimiques et physiologiques. Malgré que les fonctions
physiologiques jouées par les métabolites de l’acide arachidonique soient très
nombreuses. les détails de la formation de l’AA restent un phénomène à découvrir.
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Le niveau «acide arachidoniqtie libre dans la cellule est très bas. limitant ainsi la
synthèse de ses métabolites. LAA se situe à la position sn-2 des phospholipides
membranaires. Il est libéré suite à une réaction de désacylation catalysée par
différents types de lipases. Le clivage direct de AA au niveau de sn - 2 par la
phospholipase A2 (PLA2) est une étape clé des réactions de désacylation qui se
produisent dans les cellules (Dennis. 1994). Il est à noter que AA peut être généré par
«autres voies différentes, e.g., phospholipase C ou D. Mais la voie de la PLA2
demeure la plus pertinente à cet égard. La PLA2 constitue tine superfamille
«enzymes qui catalysent Lhydrolyse de la liaison ester phospholipidique sn-2,
générant ainsi un acide gras libre et le 2-lysophospholipide (Snyder. 1995). En plus
qtielles participent à la biosynthèse des eicosanoïdes. les PLA2s jouent un rôle
important dans Linfiammation. Ce rôle sexplique par la formation du Platelet
Activating Factor (PAF. I -O-alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphocholine). un
médiateur puissant de F inflammation, à partir du 2-lysophospholipide libéré (Snyder.
1995). Il est difficile de savoir quel type parmi les PLA2 est responsable de la
synthèse des médiateurs inflammatoires. Les PLA2 sont regroupées en 3 types: La
PLA2 secrétée (sPLA2). la PLA2 cytosolique Ca2 dépendante (cPLA2) et la PLA2
intracellulaire Ca2 dépendante (iPLA2). En se basant sur les études faites
ultérieurement, un mécanisme général a été établi. Premièrement plusieurs PLA2 sont
impliquées dans la régulation cellulaire et ta formation des seconds messagers
lipidiques. Deuxièmement le mécanisme de formation de AA inclus ati moins deux
PLA2 différentes. plus spécifiquement la cPLA2 et la sPLA2. Il est à noter que
l’activation de la cPLA2 peut être provoquée soit par une cascade de phosphorylation
(Lin et al.. 1993). soit par l’élévation du Ca2 intracellulaire (Glover et al.. 1995), ou
dti niveau du phosphatidylinositol 4.5-biphosphate (Mosior et al., 1998). Un
couplage synchronisé de tous ces signaux peut converger pour produire une activation
beaucoup plus prolongée de la cPLA2 qui demeure l’enzyme clé dans l’hydrolyse et la
libération de l’acide arachidonique.




11. 2) Structure du gêne COX/PGHS:
La cyclooxvgénase (COX. prostaglandine endopéroxyde synthase) est uti
enz’me clé dans la biosvnthèse des prostaglandines. Deux isoformes de COX. COX
I et COX-2. ont été identifié. Les séquences «acides aminés des deux isoformes
humains sont à 60% homologues. COX-1 est un enzyme exprimé d’une façon
constitutive dans la majorité des tissus et cellules animales. Le promoteur de COX-l
ne contient pas de boîte TATA ou CAAT mais il est riche en GC. Ces
caractéristiques sont consistantes avec ceux des gènes de maintenance. COX-2 est un
enzyme inductible dont la synthèse est induite par plusieurs cytokines et factetirs de
croissance. L’induction du gène COX-2 est inhibée par la déxamethasone qui est tin
glucocorticoïde anti-inflammatoire et un agent immunosuppresseur. La partie 5’ du
gène COX-2 possède plusieurs sites consensus cis qtii participent à la régulation de
l’expression dti gène. Parmi ces sites on trouve un site CRE. un site NF-KB, un motif
Nf-1L6. et une boîte-E. Ces sites peUvent réguler la transcription du gène d’une
façon indépendante ou svnérgique. Il est à noter que le gène COX-2 est régulé aussi
d’une façon post-transcriptionnelle.
II. 2. 1) Structure du gène COX-1/PGHS-1
Le gène COX-I se trouve sur le chromosome 9q32-q33.3 (Funk et al.. 1991)
(Fig.3a). La structure primaire dti COX-1 du mouton a été déterminée par clonage du
ADNc en 1989 (Merlie et al.. 1988; Yokoyama et al.. 198$). Peu après, la séquence
complète des acides aminés du COX-1 humain a été déduite par séqtiençage de
l’ADN génomique humain de cet enzyme (Yokoyama and Tanabe, 1989). Le gène
COX-1 est d’une longueur approximative de 22kb comportant Il exons. La
longueur de son transcrit (ARNrn) est de 2.$kb (Fig.3c). Sa région promotrice
contient plusieurs éléments régulateurs de la transcription (Fig.3b). Elle inclus un
motif SpI. 2 sites AP-1. tin motif NF-lL6 et tin élément GATA. Mais la partie S’ de
COX-2 ne possède pas de boîte TATA.
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11. 2. 2) Structure du gène COX-2/PGHS-2
Le gène COX-2 a été découvert en 1991. il est qualifié comme étant tin gène
précoce (Kujiibu et al.. 1991: Xie et al.. 1991). 11 se trouve sur le chromosome
I q25.2-q25.3 (Tay et al.. 1994) (Fig.3a). La longueur approximative du gène COX-2
est de $.3kb comportant $ exons. Il est transcrit en plusieurs variants de longueur
successive 4.6. 4.0 et 2.8 kb (Eig.3c). Le séqtiençage de la partie 5 de COX-2 a
montré lexistence de plusieurs éléments potentiels de régulation de la transcription
(Fig.3b), ils incluent tine boîte TATA. un motif NF-1L6. 2 sites AP-2. 3 sites SpI. 2
sites N F-KB. tin motif CRE et une boîte-E. Les différences entre les deux gènes sont:
le premier intron dans COX-1 «existe pas dans COX-2 et les introns dans COX-2
sont plus courts qtie ceux de COX-1. Lintron le pltis large de COX-2 contient toute
la région 3 non traduite (3-UTR). cette région contient 23 copies de ATTTA qui
sont des éléments dinstabilité de lARNm. Ces éléments cFinstabilitéjotient tin rôle
primordial et très important dans la régtilation du gène COX-2.
11. 3) Structure des enzymes COX-1 et -2 (PGHS-1 et -2)
Les enzymes cyclooxygénase-1 et -2 appelés atissi prostaglandine
endopéroxyde H synthase-1 et -2 (PGHS-1 et-2) respectivement, ont tine activité bis
oxygénase (cyclooxygénase) et hydropéroxydase hèrne dépendante et ils sont liés â la
membrane. Ils sont présents â la surface Itiminale du réticulum endoplasmique et sur
les parois intérietires et extérieures de l’enveloppe nucléaire (Monta et al., 1995). La
détermination de la strticttire et de la fonction des isoformes de PGHSs sont dtine
importance primordiale car ces enzymes sont les cibles thérapetitiques des
médicaments anti-inflammatoires non stéroïdiens (NSAIDs) (Fig.3d). Il est devenu
apparent après leur découverte qtie ces deux enzymes sont modulés d’une façon
différente ainsi que leur profil d’expression et leurs rôles dans plusieurs processus
pathologiques (Smith and Dewitt. 1996). Les isoenzymes de PGHS jouent un rôle
important dans pitisieurs pathologies incluant la thrombose (Patrono. 1994) pour
PGHS-1. et l’inflammation, la douletir et la fièvre (Crofford et al.. 2000). tine variété
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de cancers (Levy. 1997) et les troubles «origitie neurologique comme LAlzheirner
(McGeer and McGeer, 1999) et la maladie de Parkinson (Smythies, 1996) pour le
PGHS-2. La structure primaire de PGHS-1 et 2 de plusieurs espèces est connue
(Smith and Dexbitt. 1996). Les deux isoformes contiennent des peptides signaux de
lontueurs variées. La protéine mature de PGHS-l contient 576 acides aminés, et
celle de la PGI-IS-2 contient 587 acides aminés. Les homologies entre les structures
en acides aminés des enzymes appartenant à la même espèce sont de 60% à 65%. et
elles sont de 85% à 90% entre des isoformes «espèces différentes (Smith and Dewitt.
1996). La différence structurale majeure entre PGHS-1 et PGHS-2 réside dans le
domaine de liaison à la membrane (MBD) (Otto and Srnith. 1996). Une autre
différence structurale consiste en une insertion de 1 8 acides aminés se trouvant après
le sixième résidu de la partie C-ter de PGHS-2 et qui ne se trouve pas dans PGHS-1.
Le rôle de cette séqtience est inconnu. Elle peut être un domaine signal pour
contrôler le recyclage de la protéine ou la translocation subcellulaire. PGHS-1 est N
glycosylée à 3 sites et PGHS-2 peut être N-glycosylée de 2 à 4 sites. Ce profil de
glycosylation se manifeste socis forme de plusieurs bandes sur SDS-PAGE (Otto et
al.. 1993). La N-glycosylation de PGHS-l est importante pour le repliement de la
protéine (Otto et aI.. 1993). La strttcture tridimensionnelle de PGHS-1 de potilet a été
documentée en 1994 (Picot et al., 1994). Peu après. La strttcture cristalline de PGHS
2 humaine (Luong et al., 1996), et murine ((Kurumbail et al., 1996) ont été
rapidement élucidées. Plus récemment les structures de PGHS-1 complexée avec
l’acide arachidonique (Malkowski et al.. 2000). l’acide dihomo-y-linoléique
(Thuresson et al.. 2001), l’acide Iinoléiqcie (Malkowski et aI., 2001) et l’acide
eicosapentanoïque (Malkowski et al., 2001) ont été déterminées et ptibliées. ainsi que
la structure cristalline de la PGHS-2 murine complexée avec l’acide arachidonique
(Kiefer et al.. 2000). La PGHS fonctionne comme un homodimère (Xiao et al.,
1998). mais on ignore pourquoi la fonction catalytique de PGHSs nécessite une
dimérisation. Chaque monornère contient 3 domaines structuraux: un domaine
similaire de croissance épidermique (EGF) N-terminale et formé de 50 acides aminés.
juste à côté on retrouve le domaine de liaison à la membrane (MBD) qui sétend
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jusquà 50 acides aminés et finalement un domaine catalytique très large de 460
acides aminés de nature globulaire situé à la pallie C-terminale (Kurumbail et al..
1996: Luong et al.. 1996: Picot et al.. 1994). Le domaine EGE l’orme avec le domaine
catalytique linterface du dimère. Le domaine EGE joue un rôle dans llntégration du
PGHS mature dans la couche bilipidiqtie (Picot and Garavito, 1994). Le domaine
MBD contient quatre courtes hélices consécutives à caractères arnphipatiques.
Certains acides aminés aromatiques et hydrophobes émergent de ces hélices et
forment une surface hydrophobe qui est responsable de linteraction avec une seule
face de la bicouche lipidique (Picot et al.. 1994). Ces hélices entourent une ouverture
par laquelle les substrats «acides gras et les NSAID entrent dans le site actif de la
cyclooxygénase. Les domaines MBD de PGHSs reptésentent le premier exemple du
mécanisme «intégration monotypique dans les membranes biologiques. Le domaine
catalytique occupe la place la plus importante des isoformes de PGHSs (Picot and
Garavito, 1994). Il possède cine activité péroxydase (POX) hème dépendante
semblable à celle des myélopéroxydases des mammifères (Picot and Garavito. 1994:
Picot et al., 1994) et une activité cyclooxygénase. Le site actif de POX se loge dans
le sillon majetir situé du côté opposé de MBD et le site actif’ de COX fait partie du
canal hydrophobique s’étendant du MBD jusqu’atl centre du domaine globulaire
(Picot et al.. 1994).
II. 4) Enzymologie des COX, effets des NSAIDs:
Les PGHSs catalysent deux réactions enzymatiques successives : une réaction
de cyclooxygénase (bis-oxygénase) durant laquelle l’arachidonate est converti en
PGG2 et une réaction péroxydase durant laquelle PGG2 est réduit en PGH2. Les deux
PGHS-1 et-2 possèdent tine vitesse de conversion catalytique (cyclooxygenase
turnover number) similaire (3500 mol d’arachidonate/min/mol de dimère) (Kulmacz
et al.. 1994). Les valeurs de Km pour l’arachidonate (Barnett et al.. 1994) et pour
l’02 (Lands et al.. 1978) sont presque identiques pour les 2 enzymes. Les exigences
des péroxydes et la spécificité des substrats d’acides gras sont légèrement différentes
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entre les detix enzymes (Capdevila et al.. 1995). Dans le contexte général. ces deux
enzymes sont presque identiques du point de vue catalytique. Le mécanisme de la
catal’yse enzymatique se produit en plusieurs étapes. L’étape clé est la formation «un
radical arachidonyl suite à une élimination de l’hydrogène-13$ de l’acide
arachidonique (Tsai et al.. 1995). La deuxième étape produit la PGG2. stiite à une
série de réaction «addition «02 au niveau des carbones C-11 et C-15. finalement
l’activité péroxydase réduit le groupe 15-hydropéroxyde de la PGG2 en un alcool la
PGH2. La réaction de cyclooxygénase dépend entièrement de la présence «un
hydroperoxyde (Kulmacz et al., 1994). Au départ tin peroxyde d’alkyl oti tin
péroxynitrite résultant d’une réaction de condensation entre tin oxyde nitrique et un
péroxyde (Landino et al., 1996) oxyde premièrement l’hème enstiite tin grotipement
Tyr-3$5 adjacent sittié dans le site actif de la cyclooxygénase (Karthein et al.. 198$).
Le tyrosvl réstiltant sotistrait l’hydrogène-13S de l’arachidonate. Les NSAIDs entrent
en compétition avec l’acide arachidonique pour la liaison ati site actif de la
cyclooxygénase. et provoquent l’inhibition de l’activité cyclooxygénase sans toucher
à l’activité péroxydase. Donc les sites actifs de cyclooxygénase et de péroxydase sont
physiqtiement et fonctionnellement séparés. Arg-120 un résidti clé dti site actif agit
comme tin cotinterion pour le grotipe carboxylate de l’arachidonate et des NSAIDs
classiqties. Tyr-355 se trouve sur le côté opposé de Arg-120 et gouverne la
stéréospécificité des PGHSs pour les NSAIDs. Ser-530 est le site «acétylation du
PGHS de poulet par l’aspirine, cette acétylation interfère avec la liaison de
l’arachidonate ati site actif de PGHS-1. Une caractéristique finale de la catalyse
cyclopentane est l’inactivation par suicide (suicide inactivation). L’addition de
l’acide arachidonique à des préparations contenant de PGHSs produit tin satit
transitoire de la consommation de 02 grâce à la formation de PGG2 (Kulmacz et al..
1994). Le déclin rapide de l’activité oxygénase n’est pas du à l’inhibition dti produit
mais est causée par tin mécanisme basé sur l’inactivation de l’enzyme (Hemler and
Lands. 1980). En moyenne, chaque cyclooxygénase consomme 400 molécules
d’acides arachidonique avant quelle soit inactivée par suicide (Ktilmacz et al., 1994).
L’explication de ce phénomène est inconntie. Il peut impliquer des réactions de
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crosslinking intramoléculaires qui produisent des intermédiaires radicaux comme
l’intermédiaire 11. L’inhibition de l’activité de COX par NSAIDs a été sujette à des
études très détaillées (Munroe and [au. 1995: Smith WL. 1994). La liaison des
NSAIDs au site actif de COX-I et -2 a été étudiée d’une t’açon très approfondie.
même de nombreuses structures cristallines du complexe PGHS/NSAID ont été
déterminées (Kurumbail et al.. 1996: [oh et al.. 1995: Luong et al.. 1996: Picot et al..
1994). Les NSAIDs sont divisés en deux classes: les NSAIDs classiques de nature
non spécifique. ils inhibent l’activité des 2 isoformes de COX. et les inhibiteurs
sélectifs de COX-2. et leurs modes d’action diffèrent selon le type de NSAID titilisé.
En général ils entrent en compétition avec l’acide arachidonique pour la liaison ati
site actif de COX et agissent d’une façon réversible avec une affinité variable
(ibuprofen. Jiurbiprofen). où ils provoquent des modifications au niveau du site actif
(acétylation du serS3O par l’aspirine) (Dewitt. 1999: Munroe and Lau. 1995).
II. 5) Les récepteurs aux prostanoïdes
Les cinq tpes de prostaglandines (PGE2. PGF2. PGD2. PGI2 et TXA2)
générés par la voie de la cvclooxygénase sont rapidement secrétés à l’extérieur de la
cellule où elles vont fonctionner comme des hormones potir réguler différents
phénomènes physiologiques (f ig.5). Ces métaholites agissent ati niveau des tissus
qui les ont synthétisé en liant des récepteurs spécifiques désignés récepteurs aux
prostaglandines. Récepteurs EPs pour PGE2 et FP. DP, tP. et TP pour PGF2, PGD2.
PGI2 et TXA2 respectivement (Coleman et aI., 1994: Narumiya et al., 1999). Ils ont
été caractérisés suite à des essais pharmacologiques incluant des essais de contraction
vs relaxation sur divers types de muscles lisses et durant l’agrégation plaquettaire
(Kennedy et al.. 1982). Ils sont répandtis dans presque tous les tissus corporels. niais
la distribution exacte reste encore à déterminer. Chaque type de prostaglandine lie
avec une grande affinité son récepteur spécifique. Il existe aussi une réactivité
croisée entre un prostanoïde donné et les autres types de récepteurs. Ces récepteurs
appartiennent à la Uamille des récepteurs couplés aux protéines G (Coleman et al..
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1994: Kolakowski. Jr.. 1994: Narttmiya et al.. 1999). Les études phylogénétiques ont
placé les récepteurs des prostaglandines dans le groupe V de la famille A
(Kolakowski. Jr.. 1994). L’homolotie entre la structure primait-e en acides aminés
des récepteurs est de 20%-30% et à peu près 65 résidus «acides aminés sont
conservés entre les récepteurs des prostanoïdes. Les ARNms de certains types des
récepteurs possèdent un épissage alternative e.g.. TP. FP. EP1 et EP3 (Pierce and
Regan. 1 998).
11. 6) La prostaglandine E2 et les récepteurs a la PGE2
La PGE2 est le prodttit majeur du métabolisme de l’acide arachidoniqtie par la
cyclooxygénase. Elle peut avoir des effets physiologiques multiples et parfois
opposés sur un tissu donné. Elle est impliquée dans la relaxation et la contraction des
muscles lisses (homéostase vasculaire), l’ovulation et la fertilisation, le remodelage
osseux, la génération de la fièvre, la protection de la muqueuse gastto-intestinale et
l’inflammation. Ces différents effets physiologiques de la PGE2 sont dus à la
présence de plusieurs sous-types de récepteurs qui lient spécifiquement la PGE2.
Leur présence a été démontrée par clonage moléculaire. Chacun de ces récepteurs est
le produit d’un gène distinct. Ils sont désignés EP1. EP2. EP3 et EP4 selon leur
réponse à tine variété d’agonistes et d’antagonistes (Coleman et al.. 1994) (Fig.5)
(Tab.1,2). L’épissage alternatif de EP1 et EP3 produit plusieurs variants ait niveau C-
terminal. Tous ces récepteurs lient la PGE2 d’une façon uniforme avec une affinité
sttpérieure à ceux des autres types de prostanoïdes. Parmi ces sous types de
récepteurs EP3 et EP4 sont les pltts répandus dans l’organisme humain et ils sont
détectés presque dans toits les tisstis dtt corps (Coleman et al.. 1994: Narumiya et al.,
1999) . EP1 provoque la constriction des muscles lisses, son effet physiologique est
médié par une activation de la phospholipase C (PLC). phosphatidyl turnover et une
augmentation significative du calcium intracellulaire. L’activation de EP2 stimule
l’augmentation de l’AMPc cytoplasmique via la stimulation de la protéine G (G5)
sensible aU toxine cholérique, son effet physiologique se traduit par une relaxation
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des muscles de la trachée. EP3 est un constricteur des muscles lisses. il est couplé au
protéinus Gi dent ]activation provoque linhibition de la synthèse de lAMPc.
Lactivation du récepteur EP4 induit une autmentation de lAMPc. il fonctionne
d’une façon similaire à EP2 en activant ladénylate cyclase via (Coleman et al..
1994). LADNc du récepteur EP4 humain code un polypeptide de 488 acides aminés
ayant un poids moléctilaire d’environ 53 kDa. Ce récepteur est exprimé dans une
grande majorité de tissus incluant les reins. l’os et le cartilage. C’est un puissant
vasodilatateur et il joue un rôle clé dans la fermeture prénatale du ductus arteriosus.
11. 7) Récepteurs couplés aux protéines C
Les récepteurs composés de sept segments transmembranaires couplés â la
protéine G (GPCR) représentent la superfamille des protéines la plus large dans le
corps. Plus de 1000 GPCR différents ont été identifiés jusquà date (Kolakowski. ir..
1994). Les Iigands endogènes de ces récepteurs ont une diversité chimique
remarquable. Ils peuvent être des amines biogéniques. des peptides. des
glycoprotéines. des lipides, des nucléotides. des ions et des protéases. De plus la
sensation exogène des stimuli comme la lumière. l’odorat et le goût est médiée via
celle classe de récepteurs (Hoon et al.. 1999: Kolakowski, Jr.. 1994). Leur nom
GPCR dérive du fait que lorsqu’ils sont actifs. ils médient letir signal via le
recrutement et la régulation de l’activité des protéines G hétérotrirnériques
intracellulaires. Les protéines G hétérotrimériques sont composées de trois sous
unités: la sous unité a qtii possède un Site de liaison pour le nucléotide guanine, et les
sous unités f3 et y qtii forment un dirnère f3y très stable (Radhika and Dhanasekaran.
2001). Le GPCR agit au niveau de la protéine G hétérotrirnérique comme tin facteur
d’échange du nucléotide gclanine (guanine nucleotide exchange factor GEF) (Boume
et al., 1991). Une fois activé par son ligand. le récepteur induit tin changement
conformationnel de la sous unité a provoquaiit le remplacement du GDP (G_GDp) par
du GTP (GGTj’). Ensuite la forme G_G-rp se dissocie du récepteur ainsi qtie le
dimère f3y pour aller moduler plusieurs voies de signalisation cellulaire incluant la
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stirntilation ou l’inhibition de l’activité des adénylate cyclases, l’activation des
phospholipases et la régulation de Factivité des canaux calciques (Harnm. 199$).
Tous les GPCR sont formés de sept hélices transmembranaires reliées par des
se&tments intra et extracellulaires. La partie N-terminale du récepteur est située dans
la partie extracellulaire et la partie C-terminale est située dans la partie intracellulaire
(Probst et al., 1992). Les GPCR sont regroupés en trois sous-familles: la famille A.
affiliée au récepteur rhodopsine et le récepteur Ç32-adrénergique. engendre les
récepteurs aux eicosanoïdes. la famille B dti récepteur du glucagon et la famille C
affilié aux récepteurs inétahotropiques neurotransmetteurs (Kolakowski. Jr., 1994).
Le mécanisme d’activation des GPCR est très complexe. mais la liaison du ligand
approprié reste l’étape clé dans le déclenchement du signal activateur. D’autres
phénomènes comme la dimérisation (Hall et al.. 1999: Hebert et al.. 1996),
Fendocytose. l’internalisation et la séquestration du récepteur sont présents (Koenig
and Edwardson. 1997). iiiais leur implication exacte est encore mal connue. La
terminaison du signal est un autre phénomène très important et peu connue qui
nécessite pour certain type agoniste-spécifique la présence des GRKs qtii
phosphorylent le récepteur et provoquent sa désensibilisation (désensibilisation
homologue) (Hausdorff et al., 1990). et pour un autre type non agoniste-spécifiqtie la
désensibilisation se produit grâce à la phosphorylation du récepteur par PKC ou par
PKA activé suite à l’élévation du AMPc intracellulaire (Botivier et al., 1988).
CHAPITRE III
III. 1) Expression des gènes et voie post-transcriptionnelle
Le flux de l’information génétique dans toutes les cellules passe de 1ADN
vers 1ARN pour mener finalement à la protéine. Mènw pour les gènes dont la
régulation est très simple. plusieurs évènements doivent passer d’une façon précise
potir générer une protéine efficace et active. Par conséquent. les cellules ont adopté
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un système d’expression génique qui achemine le transcrit nouvellement synthétisé à
travers un complexe multimériqtie ARNm-protéine qui va promouvoir Fépissage, la
polvadénvlation. le transport nucléaire, la traduction et la dégradation ultérieure de
l’ARNm en question. Le contenu protéique des cellules est déterminé selon plusieurs
niveaux de contrôle (transcriptionnel et post-transcriptionnel). et par l’intermédiaire
de la dégradation sélective par le protéasorne. Le mécanisme de régulation agissant
sur le niveau de FARNrn est beaucoup pltis économique et est dépendant de sa
stabilité de sa localisation cellulaire et de l’efficacité de sa traduction. La
biosynthèse «un ARNrn compétent (Fig.6a), au niveau traductionnel nécessite
l’initiation et le démarrage de plusieurs processus par l’ARN polyrnérase li
(Proudfoot. 2000). Ces évènements sont immédiatement suivis par des modifications
structurales caractérisées par l’addition d’tine coiffe 7-methylguanosine à l’extrémité
5’, et une qtietle poly (A) à l’extrémité 3’ par la poly (A) polymérase. Ces deux
modifications sont des déterminants crticiaux des mécanismes de transport
extracellulaire, de la traduction et de la longévité de l’ARNm dans la cellule.
111. 2) Dégradation des ARNms dépendante de la queue poiy (A):
L’initiation de la voie de dégradation des ARNms chez les eticaryotes et les
levures est caractérisée par la dégradation de la queue poly (A) (Fig.6b). Chez les
levures des nucléases poly (A) (Pan2/pan3) vont dégrader la queue poly (A) dans le
noyau (Brown and Sachs, 199$). L’activité de ce complexe dépend des protéines
liant spécifiquement la queue poly (A). Ce complexe de nucléases peut aussi
participer au processus de déadénylation se produisant dans le cytoplasme (Boeck et
al.. 1996: Tucker M and Staples RR, 200]). L’enlèvement de la queue poly (A)
déclenche le clivage de la coiffe 5’ par les enzymes de décoiffernent. ex
Dcpl(Beelman CA and Caponigro G, ]996: LaGrandeur and Parker. 1998), L’étape
finale consiste en une dégradation totale de l’ARNm par des nucléases 5’ et
3’(Anderson and Parker, 199$; Hsu and Stevens. 1993). Chez les mammiferes, les
nuicléases polv (A) spécifiques appelées PARN (Ribo Nticléase Polv (A)) initient le
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processus de dégradation mais les étapes qui suivent sont encore mal connues (Korner
and Wahle. 1997: Korner et al., 199$). L’enlèvement de la coiffe s’avère une étape
importante dans le processus de turnover des ARNrns des mammifères: un enzyme de
décoiffement a été cloné et récemment il a été trouvé que la queue poly (A) avait la
possibilité «inhiber le processus de décoiffement des ARNms provenant des extraits
cellulaires Hala (Gao et al.. 2001). Il a été démontré que PARN peut interagir
directement sur la coiffe 5’ et cette interaction stimule l’activité des déadénlases in
vivo et in vitro (Dehlin et al.. 2000). La queue polv (A) inhibe la dégradation des
ARNms en recrutant des protéines liant spécifiquement la queue poly (A) (PABP).
PABP à son tour interagit avec une région spécifique du facteur «initiation de la
traduction eIF4G et forment un complexe ternaire avec elF4E (cap-binding protein)
(Gingras AC and Sonenberg N. 1999). Ce complexe circularise le message et le
stabilise en bloquant l’accès aux enzymes de déadén’Jation et de décoiffement (Wells
SE and Vale RD. 199$).
III. 3) Traduction vs turnover de l’ARNm
Il est devenu de pltis en plus convaincant que la traduction et la dégradation de
l’ARNm sont deux phénomènes étroitement liés. L’inhibition de la traduction
déstabilise les ARNms (Schwartz and Parker. 1999). Mais l’inhibition de la
traduction avec des produits chimiques comme la cycloheximide induit la
stabilisation des des ARNms (Beelman and Parker. 1994). Il est probable que
l’interaction des facteurs d’initiation avec l’ARNm est réduite durant le phénomène
d’élongation ou de terminaison. ce qui rend l’ARNrn beaucoup pltis accessible aux
facteurs de dégradation. Le rôle de la traduction sur la stabilité de l’ARNm a été mis
en évidence par des études de ciblages géniques. Les mutations introduites dans Je
gène PABI provoquent un décoiffernent prématuré de l’ARNrn (Caponigro and
Parker, 1995). Et celles introduites dans les gènes de eIF4E et eIF4G accélèrent le
processus de déadénylation et de décoiffernent (Schwartz and Parker. 1999). Ainsi
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Einteraction de eIF4E recombinant inhibe le décoiFFernent LARNrn en bloquant
Laccès de DcpI à la coiffe (Schwartz and Parker. 2000).
111. 4) Dégradation ARE dépendante des ARNms:
La régulation de la stabilité des ARNrns est un facteur essentiel dans la
régulation de Eexpression des gênes. en particulier ceux exprimés dtine façon
transitoire et nécessitant des niveaux des ARNrns fortement contrôlés. Les ARNrns
de certains gènes exprimés «une façon transitoire comme ceux des cytokines. des
lymphokines. de la cvclooxygénase-2 et des facteurs de transcriptions possèdent une
demi vie très courte. Ceci est du à la présence des séquences AU-riche (ARE) dans la
partie 3-UTR des ARNrns des gènes en question (Chen and Shyu. 1995). Les
séquences ARE facilitent le phénomène de déadénylation et par la suite la
dégradation de EARNm (Ford et al.. 1999; Peng et al., 199$). La taille des séquences
AU-riche varie entre 50 et 150 nucléotides. Elles contiennent une oti plusietirs
répétitions du pentamère AULUA ou du nonamère UUAUUUA (UIA) (U/A).
Généralement les AREs sont regroupés en 2 types de séquences non-AUUUA, et
AUUUA. Le groupe AUUUA est subdivisé en 2 classes (classe I. c-fos et classe II,
GM-CSF) dont la différence réside dans le mode de régulation et de déadénylation
(Chen and Shyu, 1995) (Tab.3). Le rôle primaire de ARE est de promouvoir la
dégradation sélective des ARNms (Peng et al., 1996). Le processus de dégradation
est aussi régulé de telle façon quen présence de conditions de stress ou de stimulation
celltilaire les ARNms contenant des séquences ARE sont stabilisés. Un ensemble de
protéines liant spécifiquement les séquences ARE a été identifié, il inclus
AUEI/hnRNPD. HuR. TIA-1. et tristetraproline (TTP). La liaison de ces facteurs sur
les ARNms contenant des ARE peut avoir des effets positifs ou négatifs sur divers
processus comme la stabilité, la traduction et la localisation ceiltilaire des ARNms
(Eig.6c). Ainsi HuR stabilise certains gènes contenant des AREs in vivo et in vitro.
Par contre. la liaison de AUF] contribue à la déstabilisation de l’ARNm durant les
conditions normales, et atigmente leur stabilité des ARNms durant les conditions de
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C stress comme celui du choc thermique. TTP déstabilise les transcrits des gênes deTNF-a et GM-CSF qui normalement contiennent des AREs dans leurs ARNms.
III. 5) Pathologie et stabilité des ARNms
Plusieurs gènes importants sur le plan clinique ont un mode de régulation basé
sur la stabilité de leurs ARNms. Par conséquent. un mauvais contrôle de la stabilité
du transcrit a été relié au développement de plusieurs maladies. Ainsi la régtilation
post-transcriptionnelle représente actuellement un point saillant dci contrôle de
l’expression des gènes dans les différents types de tumeurs. Plusieurs facteurs de
croissance et cytokines liés au développement des tumeurs et à l’angiogenèse
possèdent des séquences AREs dans la partie 3’-UTR de leurs transcrits. Ainsi une
augmentation accrue de la stabilité des ARNms par la famille des protéines ELAV
(HuR) a été trouvé chez les neuroblastomes (Nabors et al., 2001) et les troubles
dorigine inflammatoire comme l’arthrite chronique. Chez les gliomes malins la
surexpression du ARNm de VEGF se fait par un mécanisme de stabilisation (Ikeda et
al., 1995). Aussi la stabilisation de l’ARNm de TNF-a dans les cellules cancéreuses
d’origine épithéliales contribue au phénomène de résistance acquis de ces cellules aux
effets cytolytique de TNF-a exogène (Wang E and Ma W], 1997). Le gène ÏNOS est
surexprirné par les stirncilis immunologiques et inflammatoires. Il fait partie de la
réponse antimicrobienne et anti-tumorale des macrophages mais il peut avoir des
conséquences pathologiques suite à tine production accrue de NO comme
l’endommagement tissulaire surtout observées dans l’arthrite et le diabète de type I.
L’ARNm de iNOS possède dans sa partie 3’-UTR des séquences AREs. Et il a été
démontré qtie Lexpression de iNOS suit un modèle majoritairement post
transcriptionnelle (Carpenter et al.. 2001). Finalement l’accumulation du précurseur
de la protéine amyloïde (APP) un facteur clé dans l’étiologie de la maladie Alzheirner
est due à tine stabilisation de l’ARNm de I’APP par le complexe hnRNPC
(Rajagopalan et al., I 99$).




IV. 1) Cascades de signalisation de la famille MAPK des mammifères
La réponse des cellules aux signaux extracellulaires, se traduit par la
transmission des instructions intracellulaires dans le but de coordonner une régulation
appropriée des gênes cibles. Chez les cellules eucarotes. la phosphorylation des
facteurs intracellulaires aboutissant à la transcription des gênes cibles est un
mécanisme universel pour telles voies de transmission dii signal. La voie de
signalisation MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) représente le mode de
régulation le plus prépondérant chez les cellules eucaryotes. Ce sont des enzymes
conservés durant l’évolution, dont le rôle est de connecter par phosphorylation
successive les récepteurs membranaires à des cibles régulatrices critiques dans la
cellule. Les MAPKs des mammifères sont activées par une grande panoplie de
stimulis agissant via diverses familles de réceptetirs. incluant les récepteurs tyrosines
kinases (e.g.. EGER récepteur au facteur de croissance épidermique, FGFR récepteur
au facteur de croissance des fibroblastes ). les récepteurs aux cytokines (TNFR. IL
lf3R,...), les 1-écepteurs couplés aux protéines G pour certains peptides vasoactifs (
ANG 11, endothéline ) (Kvriakis and Avruch. 1996: Marshall. 1995). Une fois
activée cette voie de signalisation régule plusieurs processus physiologiques comme
la prolifération, la différenciation, le développement. l’inflammation et l’apoptose.
L’activation de toutes les voies de signalisation MAPKs se fait selon une hiérarchie
précise, elle est représentée par un module de signalisation central rangé en trois
étages. Selon cette hiérarchie les MAPKs sont activées par une cascade de
phosphorylation concomitante des résidus Tyr et Thr localisés dans des motifs
conservés au sein de la boucle d’activation du sous-domaine VIiI dti domaine kinase
de l’enzyme. Toutes les MAPKs possèdent des caractéristiques communes : 1) Les
MAPKs sont des prolines-directed-kinases (la reconnaissance du résidu Tyr ou Thr à
phosphoryler se fait grâce à un résidu proline adjacent). 2) Certains composants de
signalisation peuvent avoir plusieurs rôles biologiques et peuvent interagir avec
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différents complexes de signalisation ainsi quils peuvent être régulés de différentes
façons. 3) L’organisation de la cascade de signalisation se fait par l’intermédiaire des
protéines d’échafaudage. 4) L’activité de la MAP3K est régulée par phosphorylation,
oligornérisation et recrutement à la membrane. Chez les humains, la cascade des
MAPK est représentée part trois grande groupes régulés d’une façon différente
ERKI/2. JNK et p38 MAPK.
1V. 2) La voie de signalisation p38 MAPK:
IV. 2. 1) Effets généraux de la voie p38 MAPK:
La voie de signalisation p38 MAPK est impliquée dans la régtilation de
plusieurs processt;s biologiques comme la croissance et la prolifération cellulaire, la
différenciation, l’apoptose et les réponses au stress et à l’inflammation (Ono and Han.
2000). Elle est activée par une variété de stimttli extracellulaires incltiant les
cytokines pro-inflammatoires ( IL-43. IL-17. TNF-a.... ), les prostaglandines ( PGE2
). LPS et d’autres facteurs environnementaux comme les chocs thermiques et les
radicaux libres (Faotir et al.. 2001: Ono and Han, 2000) (Fig.7.8). La p38 MAPK a
été identifiée d’abord comme étant une kinase phosphorylée en réponse aux
endotoxines bactériennes (LPS). Elle est l’homologue mammifere et est associée
d’tine façon strticturale et fonctionnelle à HOG1 la MAPK osmo-sensible de S.
cerevisiae (Han et al.. 1994). Cette kinase est une cible moléculaire de choix potir les
composés pyridinyl-imidazol CSAÏDS (cytokine-suppressive anti-inflainrnatory
compoctnds) représentés par le SB203580 (Lee et al.. 1994) (Fig.8). La p38 MAPK
existe sous 4 isoformes : p38ci et p3$f3 exprimées d’une façon ubiquitaire. p38y se
trotive exprimée dans les muscles et la p3$ dans les poumons et les reins (Jiang et
al.. 1997; Wang et al.. 1997). Le phénomène d’activation de la protéine inclus
plusieurs voies de signalisation, la plus connue est son activation par phosphorylation,
par les kinases ( MKK3/4/6 ) situées en amont, au niveau des résidus Thr et Tyr
spécifiques (Kyriakis and Avruch. 2001). Un autre mécanisme d’activation de la p38
est le MAPKKK indépendant, consiste à la voie de signalisation de TGF- ou TABI
Faculté des Études Supérieures 4$
Université de Montréal
Wissarn Faour
tin composant de cette voie interagit directement avec p38 et induit son activation (Ge
et al., 2002). Ces différents mécanismes de régulation montrent la complexité dti
phénomène de régulation des MAPKs. Le rôle de la p38 sur la physiologie des
cellules se traduit par un effet direct stir la transcription des gênes cibles. Une fois
activée par les kinases sus-jacentes la p38 cible plusieurs facteurs de transcription
incluant ATF-2. un composant du complexe AP-1 (Activator Protein-I) (Raingeatid
et al.. 1995). et CREB (Wang and Ron. 1996). MEF-2 (Han et al.. 1997). La p38 est
une kinase multifonctionnelle dont le rôle ne sarrête pas au niveau de la
transcription. Elle régule diine façon profonde la traduction, le remodelage
chromatinien et Lorganisation du cytosquelette. Ces fonctions diverses de la p38
sexpliquent par un ciblage spécifique des kinases clé régtilant ces différents
processus biologiques dans la cellule. La p38 cible les MSKs qui sont des kinases
impliquées dans la phosphorylation et la régulation des factetirs clé du remodelage
chromatinien (Caivano and Cohen, 2000: Deak et al., 1998). Linitiation de la
traduction nécessite un recrutement du ribosorne sur la coiffe N7-rnethylguanosine
situé à Lextrémité 5 de FARNm. La reconnaissance de la coiffe par le ribosome se
fait via le factetir «initiation elF-4E dont sa phosphorvlation sur Ser-209 augmente
considérablement son affinité pour la coiffe. La liaison de elF-4E phosphorvlé à la
coiffe promeut une sticcession «étapes qui aboutissent ati recrutement dti ribosome à
FARNm et à Finitiation de la traduction. MNKI/2 sont les kinases responsables de la
phosphorylation de elF-4E sur Ser-209. Ces kinases sont phosphorylées et activées
par la p38 MAPK (Fukunaga and Hunter, 1997: Waskiewicz et al., 1997). En plus la
p38 activée phosphoryle des MAPKAP Kinase-2/3 qui à leur tour catalysent la
phosphorylation de l-1SP27 un composant essentiel de la réorganisation des protéines
F-actine en fibres de stress (McLatighlin et al.. 1996: Stokoe et al.. 1992).
IV. 2. 2) Régulation de la stabilité des ARNms:
Limplication de la p38 dans la régulation post-transcriptionnelle des gènes
contenant des séquences AU-riche devient de plus en plus évidente. La stimulation
des cellules monocytes et synoviocytes humaines par lL-1f3 ou IL-17 provoque une
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stabilisation accrue et prolongée de LARNm et de la protéine de COX-2 (Dean et al.,
1999) (Faour et al., 2003). Cette stabilisation est complètement renversée si ces
cellules sont traitées avec des inhibiteurs sélectifs (SB) de la p38. suggérant que
durant une réaction inflammatoire les niveaux élevés de COX-2 dépendent
essentiellement de la p38. Les études moléculaires ont montré que le phénomène de
stabilisation de l’ARNm de COX-2 dépend des séquences AU-riche sittiées dans la
partie 3’-UTR de l’ARNm. Ainsi les études de transfections faites avec des
plasmides contenant le gène de la J3-globine (gène stable) ou celui de la luciférase
fusionnée avec la partie 3’-UTR de l’ARNm de COX-2 présentent un patron de
régulation post-transcrîptionnelle semblable à celui de l’ARNm de COX-2 et d’une
façon p3$-dépendante (Dean et al., 1999; Faotir et al.. 2001: Faour et al., 2003). Ces
séquences AU-riche confèrent une instabilité aux ARNms dans les cellules
quiescentes et une stabilité dans le cas stimulé. TNF-a une autre cytokine pro-
inflammatoire présente un patron d’expression p38 dépendant. Les inhibiteurs de la
p38 bloquent l’expression de l’ARNm et la synthèse protéique de TNF-a (Dean et al..
1999: Rutault et al.. 2001: Wang SW and Wathen ST. 1999). De la même façon. le
gène inflammatoire IL-6 montre un profile de régulation dépendant de Lactivation
des intermédiaires de la voie p38 MAPK (Miyazawa et al.. 1998). Les essais
rapporteurs ont montré que la stabilisation de l’ARNm et de la synthèse protéique des
gènes IL-6. IL-8. COX-2 et TNf-a est régulé par la p38 via MAPKAPK-2 d’une part
et est ARE dépendante d’autre pal-t (Faour et al., 200]; Eaour et al.. 2003; Lasa et al.,
2000: Neininger et al.. 2002; Winzen et al.. 1999). Les évidences suggèrent que la
régulation par la p38 de la stabilité ARE dépendante implique les protéines liant les
séquences AREs. Ainsi p38 active TTP par une phosphorylation directe, ce
phénomène &exclu pas limplication dautres kinases vu que TTP possède plusieurs
sites de phosphorylation (Carballo et al.. 1998; Carballo et al.. 2001). Le mécanisme
par lequel p38 régule l’activité de ces protéines est mal connti. Un modèle suggérait
que l’affinité de TTP pour lier ARE dépend de son état de phosphorylation qui est
étroitement régulée par la p38. Ainsi TTP non phosphorylée petit se lier aux AREs de
FARNm de TNF-a et le déstabilise. Une fois phosphorylée par la p38. TTP change
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sa localisation cellulaire et diminue son affinité pour ARE (Tavlor et al.. 1995). En
conclusion, la p38 petit réguler la traduction oti la stabilité des ARNms dans plusieurs
types cellulaires, en plus elle petit aussi réguler l’expression d’un gètie particulier
suivant ces deux niveaux post-transcriptionnel et traductionnel e.g.. COX-2.
dépendant du type celitilaire.
IV. 3) La t’oie (Je signalisation SAPKJJNK
SAPK/.JNK (c-Jun NH2-terminal kinase) est tine famille de kinases activée
par les stress environnementaux et inflammatoires (Fig.7). Les activatetirs de JNK
incluent les cytokines inflammatoires appartenant à la famille de TNF-a. IL-1. ligand
CD4O. ligand CD27. ligand Fas, récepteur activateur de NF-KB, ligand RANK
ainsi que les peptides vasoactifs (endothéline et ANG ll)(Akiha et al., 1998;
Berberich et al.. 1996: Bird et al.. 1994: Shapiro et al., 1996: Zohn et al.. 1995).
SAPK est encodée par au moins trois gènes : SAPKa/JNK2. SAPKf3/JNK3,
SAPKy/JNKI(Gupta et al.. 1996: Kallunki et al.. 1994). L’activation et la régulation
de la t’oie SAPK sont très complexes. elles impliquent plusieurs voies de signalisation
situées en amont de SAPK. Le signal activatetir s’initiant au niveau de la membrane
va activer MEKKI dans une série «événements impliquant Ras et les GTPases de la
famille Rho (Fanger et al.. 1997: Russell et al.. 1995). MEKKI activée va à son tour
phosphoryler et activer SAPK (Yan M and Deak JC, 2003). Cependant durant une
réaction inflammatoire SAPK petit être régulée différemment par les Protéines
Adaptatrices qui la couple aux récepteurs de la famille TNF (Liu ZG and Goeddel
DV. 2003: Natoli et al., 1997: Reinhard et al.. 1997). L’activation de SAPK via cette
voie est le point final d’tine série «événements débutant par l’activation du récepteur
de TNF. Les réceptetirs appartenant à la famille TNF (TNFR) ne possèdent pas une
activité enzymatique intrinsèque mais stiite à la liaison du ligand, le récepteur recrute
des kinases en interagissant avec des protéines accessoires. Ces protéines accessoires
nommées TRAFs. TRADD et RIP intera2issent entre elles mêmes et avec le récepteur
pour recruter et activer des cibles protéiques situées en aval du signal activateur.




SAPK est responsable du recrutement et de Lactivation du facteur de transcription
AP-1 (activator protein-1) (Karin et al.. 1997: Kyriakis and Avruch. 1990). AP-l est
un hétérodimêre formé par Lassociation des facteurs de transcription appartenant à la
famille bZIP des facteurs de transcription qui comprennent les facteurs c-Jun et JunD
en association avec des membres de la famille fos généralement c-fos et ceux de la
famille ATF (CREB subfamily of bZIP transcription factors). généralement ATF-2
qtii lient les séquences CRE (CREB response element). Tous les facteurs de
transcription bZlP contiennent un domaine leucine zipper qui letir permet de former
des homo ou des hétérodimères (Karin et al., 1997). AP-1 petit être tin dirnère Jun
Jun. Jun-Fos ou Jun-ATF (Karin et al., 1997). Le facteur de transcription AP-l agit
sur des éléments de réponse cis nommés TRE (TPA Response Elements) dans les
promoteurs des gènes cibles potir réguler letir transcription. Les dimères AP-1
contenant tin membre ATE sont capables de lier des séquences TRE et CRE (Habener
if, 1990; Karin et al.. 1997). Lactivité transcriptionnelle de AP-1 est régulée par
phosphorylation, ainsi SAPK active le dimère AP-1 en phosphorylant le domaine
d’activation transcriptionnelle de c-Jun. au niveau des résidtis Ser-63 et Ser-73. situé
dans sa partie NH2-terminale (Derijard B and Wti 1H. 1994: Kyriakis JM and
Nikolakaki E, 1994). AIE-2 petit être phosphorylé et activé par SAPK au niveau des
résidtis Thr-69 et Ser-71 (Gtipta S and Deri jard B, 1995). Donc SAPK participe à la
régtilation transcriptionnelle des gènes dont les séquences promotrices contiennent
des séqtiences TRE en régtilant primordialement Factivité transcriptionnelle dti
complexe AP-I.
IV. 4) La voie de signalisation ERKI/2 (P42/44):
ERK est la première cascade de signalisation à être identifiée chez les familles
des MAPKs et jotiant tin rôle clé dans la croissance, la prolifération et la survie
cellulaire (Pages et al., 1993). Deux isoformes de ERK ont été identifiés et sont
connues sotis le nom de ERKI/2 ou p42/44 MAPK. Elles sont exprimées d’une façon
ubiquitaire (Botilton TG and Robbins Di. 1991: Boulton TG and Gregory JS. 1990).
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ERK (p42!44 MAPK) est activée chez les cellules des mammifères via la stimulation
des récepteurs tyrosine kinases, les récepteurs couplés atix protéines G et les
intégrines (Widmann et al.. 1999) (Fig.7). Les signaux. émanant de ces récepteurs.
convergent vers l’activation de la petite protéine-G Ras (small G-protein Ras) qui
recrute la protéine kinase Ser/Thr Raf à la membrane cytoplasmique(Kerkhoff and
Rapp. 2001). Le signal est amplifié via les kinases sous-jacentes MEK (Hallberg et
al.. 1994). Selon cette cascade de phosphorylation aboutissant à Lactivation de ERK
par phosphorylation, MEK agit comme MAPKK et Raf comme MAPKKK de ERK
(Todd et al., I 999). À son tour ERK activée phosphoryle plusietirs substrats situés
dans totis les compartiments cellulaires. La régulation de l’activité et la longévité du
signal activateur émanant de ERK dépendent du jeu des phosphatases qui diminuent
radicalement l’efficacité de ERK (Todd et al.. 1999). L’importance physiologique de
la voie ERK est mise en évidence par les études sur des souris trans-géniques.
L’inactivation de Raf ou MEKI par ciblage géniqtie est létal chez la sotiris (Pearson
et al.. 2001). Mais le mécanisme par lequel ERK régule la physiologie cellulaire reste
à élucider. ERK peut réguler l’activité des facteurs de transcription appartenant à la
famille AP-1 en phosphorylant certains composants du dimère AP-l comme c-Jun. c
Fos et ATF-2. Mais la pertinence biologique de cette phosphorylation reste à
découvrir (Gupta S and Deri jard B. 1995). Elk-1. tin facteur de transcription qui
active c-Fos, est aussi phosphorylé par ERK. L’implication de ERK dans certains
processus inflammatoires devient évidente vue que les souris déficientes en ERK
présentent une maturation anormale du thymus et une réduction de l’expression des
chaînes ci et f3 des cellules T (Egrave et al., 1 999). Ceci indique que l’activation de la
voie ERK est essentielle pour l’activation des cellules T. et il a été mentionné que
cette activation est produite via le facteur de transcription AP- I.
1V. 5) La voie de signalisation NF-KB:
NF-KB est tin nom collectif qui désigne un facteur de transcription existant
sous forme de dimère dont l’activité est inductible par des signaux extracellulaires
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liés à l’inflammation, la différenciation, la survie cellulaire. l’apoptose. et durant la
régulation des réponses du système immunitaire (Eig.7). Elle peut être activée par
une grande variété de stimuli extracellulaires incluant les cvtokines pro
inflammatoires (INF-a. IL-1f3). les bactéries et les LPS. les virus et les protéines
virales, les facteurs mitogéniques des cellules B et T. l’ARN double brin ainsi que les
stress chimiques et physiques (Ghosh S and Kopp EB., 199$: Miyamoto S. 1995).
Nf-KB est tin hétéro dirnère formé par une combinaison de différents membres
appartenant à la famille NE-KB/Rel. Cinq protéines Rel ont été clonées chez les
mammifères NE-KB I (p50 et son précurseur p105). c-Rel. ReIA (p65) et RelB(Ghosh
S and Kopp LB.. 199$: Miyarnoto S. l995: Siebenlist U and Brown K, 1994). Toutes
ces protéines ont en commun un domaine de 300 a.a hautement conservé appelé
domaine d’homologie à Rel (Rel Homology Domain: RHR) comportant 2 domaines
immunoglobtilin-like (Miyamoto S, 1995). RI-1R est responsable de la dimérisation.
de la liaison à l’ADN et de l’interaction avec les protéines inhibitrices de la famille
IKBs. L’activité transcriptionnelle des dimères NE-KBs varie d’un dimêre à un autre
(Ghosh S and Kopp EB.. 199$). Le dimère le plus abondant et qui se trotivent dans la
plupart des cellules stimulées est celui de ReIA/ NF-KBI (p65/p5O) et est connu
comme étant le facteur de transcription classique NF-KB qui stimule le plus la
transcription. L’activité transcriptionnelle de NE-KB est régulée à plusieurs niveaux.
Pour fonctionnei’ comme facteur de transcription NF-KB doit premièrement migrer
vers le noyau. Sa rétention dans le cytoplasme est achevée par une interaction directe
avec des protéines inhibitrices appelées ]KB5. La famille des protéines IKB5
comprend : licBa. licBl3. lKBy. IKBE. Bd-3, le précurseur de NF-KBI (p105) et NE
KB2 (p100) (Ghosh S and Kopp EB.. 199$: Whiteside and lsrael, 1997). Les
protéines IKBS contiennent plusieurs motifs Ankyrin capables de se lier avidement à
RHR et de masquer le signal de localisation nucléaire (SLN) de NF-KB.
L’interaction de 1KB avec NF-KB provoque la localisation cytoplasmique de ce
dernier, Donc 1KB joue tin rôle essentiel pour mettre fin au signal activatetir de la
voie NF-KB (Ghosh S and Kopp EB.. 199$: Whiteside and lsrael. 1997). Dans les
cellules non stimulées NF-KB est retenu dans le cytoplasme par une interaction
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physique avec 1KB (Arenzana-Seisdedos et al.. 1997). La stimulation des cellules
provoque une phosphorylation suivie d’une dégradation de 1KB par le protéasome et
par la suite la libération de NF-KB et sa translocation nucléaire pour activer la
transcription d’une centaine de gènes cibles. La cascade des étapes aboutissant à la
dégradation de 1KB engendre une succession «évènements qui comprennent la
phosphorylation. l’ubiquitination de 1KB et sa dégradation par le protéasorne. Ces
évènements sont contrôlés par trois complexes multi protéiques très larges: 1KB
Kinase (IKK) ou signalsorne, 1KB Ubiquitine ligase et le protéasome 26S (Karin M.
2000). NF-KB jolie un rôle essentiel dans la pathophysiologie de RA (Gilston V and
Soo CC, 1997). L’analyse. des extraits nucléaires provenant des explants synoviaux
des patients RA, montre tine activité accrue de liaison à l’ADN de NF-KB (Asahara H
and Ogawa N, 1995) L’initiation, du processus de I’ inflammation chronique observé
dans RA. est associée avec le développement d’une réponse auto-immune qui
progresse vers un phénomène inflammatoire perpétuel. Les évidences expérimentales
suggèrent que l’activation de la voie NE-KB joue un rôle clé durant les étapes
d’initiation et de la progression perpétuelle de l’inflammation. Cette implication
s’explique par le grand nombre de gènes inflammatoires régulés par NF-KB. Ainsi
l’activation de la voie Nf-KB induit Lexpression des gènes s a) des cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a. IL-113) chez les macrophages activées (Miagkov et al.. 1998).
b) des métalloprotéases (MMPs) (Bond et al., 199$: Vincenti MP and Brinckerhoff
CE., 1998) de la cyclooxygénase-2 de iNOS (PahI l-IL. 1999) et des molécules
d’adhésion chez les synoviocytes htirnains (Li et al., 2000). La suppression de cette
voie provoque l’inhibition de Lexpression de plusieurs gènes inflammatoires incluant,
IL-l. TNF-Œ, IL-6, IL-8, ICAM-l et VCAM-1 (Bondeson et al.. 1999; Makarov SS
and Olsen JC, 1997; Miagkov et al.. 199$). BreL la voie NF-KB est impliquée dans la
pathophysiologie de RA en participant au phénomène de déséquilibre des factetirs
pro-inflammatoires versus les facteurs anti-inflammatoires dans les articulations RA.




V. 1) Réseau des cytokines (Cvtokine Nebvork)
Les cytokines sont des petites molécules protéiques de poids moléculaires
variant entre 8 et 40 kDa. Elles sont secrétées suite à des stress et des réactions
biologiques, impliquant le système immunitaire «une façon spécifique ou non
spécifique. comme l’infection et I’intlarnmation. Ce terme regroupe un ensemble
hétérogène de molécules dont certaines sont appelées interleukines (IL. médiatetirs
agissant entre les leucocytes), lymphokines (médiateurs produits par les
lymphocytes), interférons. facteurs stimulant les colonies (CSF). facteurs de nécrose
tumorales (TNF) et facteurs transformants de croissance (TGF) La dénomination
lyrnphokines et monokines a été utilisée pour désigner le tissu cellulaire qui les
produit. Actuellement le mot cytokine est le pltis utilisé du fait que la majorité des
cellules nucléées produisent ces molécules et une fois stimulées par ces dernières
livrent une réponse biologique adéquate. 150 cytokines et plus Ont été identifiées et
clonées. À la différence des hormones dont le taux de sécrétion est continu bien que
modifié par des signaux physiologiques, les cytokines ne sont pas synthétisées par les
cellules au repos mais principalement en réponse à un signal activateur.
Contrairement atix hormones, chaque cytokine peut être produite par de nombretix
types cellulaires. Ces cytokines agissent sur les cellules cibles en se fixant sur des
récepteurs spécifiques de très haute affinité, les concentrations actives étant de l’ordre
du nanomolaire (109M/L) ou de picornolaire (10’2M/L). Ces réceptetirs sont
exprimés en très faible densité sur différents types cellulaires ce qui explique les
effets pléiotropiqties des cytokines. Les cytokines agissent d’une façon autocrine,
paracrine ou endocrine pour induire letir signal biologique. Contrairement à leurs
récepteurs qui présentent un patron d’expression continu mais régtilé. le répertoire des
cytokines sécrétées est spécifique pour un tissu donné. Elles sont exprimées d’une
façon transitoire en réponse à un stimulus externe dont le plus puissant est une autre
cytokine. Un phénomène qui est la base du concept de réseau de cytokines (Cytokine
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Network) durant lequel. les cytokines peuvent induire ou inhiber l’expression d’autres
eyt o k in e s
V. 2) Cytokines pro-inflammatoires:
Les gènes pro-inflammatoires sont ceux qui induisent une réaction
inflammatoire. Le concept de cytokines pro-inflammatoires est basé sur les gènes
codant des petites molécules médiateurs de l’inflammation et sont surexprimés durant
une réaction inflammatoire par les cytokines. Par exemple, les gènes de la
phospholipase type Il. la cyclooxygénase-2 et iNOS sont des gènes inflammatoires.
Ces gènes codent des enzymes qui catalysent les réactions de synthèse des facteurs
impliqués dans l’inflammation comme le facteur activateur des plaquettes (PAF). les
leukotriènes, le prostaglandines et NO. Les cytokines IL-1 et TNF sont des puissants
indticteurs des molécules d’adhésion nécessaires pour le phénomène d’adhésion des
leucocytes au tissu endothélial. En résumé, les cytokines pro-inflammatoires activent
les cascades de signalisation qui stimulent l’expression des gènes inflammatoires.
V. 3) Interleukine-Ibeta (IL-1f)
IL-1 f3 est une cytokine pro-inflammatoire secrétée par les macrophages et les
monocytes activées. Elle participe à élaborer une réponse locale et systémique aux
infections, et générer de la fièvre en réponse à un stress immunologique. Elle est
aussi responsable de l’activation des lymphocytes et promeut l’infiltration des
leucocytes aux sites d’infection (Dinarello, 1998). IL-1f3 est la cause principale de
l’inflammation aigu et chronique (Dinarello. 2000). IL-43 est synthétisée
premièrement sotis forme d’un précurseur inactif de 3] kDa (prolL-1). Ce fragment
clivé par voie protéolytique pour donner la forme active de ]7 kDa va être secrété
dans le milieu extracellulaire où il va agir sur le métabolisme des cellules cibles
(Hazuda et al.. 198$). IL-43 prodtiit son effet biologique en se liant avec une grande
affinité à un récepteur spécifique (IL-1 RI) (Fig.8). La cascade de signalisation
activée après la liaison du ligand à son réceptetir inclus une interaction et
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oligomérisation avec d’autres protéines plus particulièrement IL-l RI s’agrège avec la
chaîne polypeptidique (ÏL-IRAcP) déclenchant ainsi la formation d’un complexe de
signalisation proximal à la membrane plasmique (Sims. 2002). Ce complexe va
activer les voies de signalisation 1KB kinase (IKK) et MAPK (Sims. 2002) potir
aboutir à la fin à l’activation des facteurs de transcription AP-1 et NF-KB responsable
de la régulation de l’expression des gènes cibles (Luheshi, 1998).
V. 4) Interleukine-17 (IL-17)
tnterleukine-17 est tine cytokine pro-inflammatoire secrétée exclusivement
par les cellules T activées. Elle a été clonée à partir des hybridomes murins (Rouvier
et al.. I993 Zhengbin et al.. 1996). Cette famille de cytokines contient 6 cytokines
(A. B. C. D, E. F) ayant 20-50% d’homologie entre elles au niveau de la séquence
primaire en acides aminés (Starnes et al., 2001). Le mode d’action de IL-17 est
encore sujet à plusieurs études dans le but d’élucider son mécanisme d’action et de
signalisation. IL-17 interagit avec un récepteur spécifique nommé IL-17R par lequel
elle transmet son signal au milieu intracellulaire (Moseley et al.. 2003). La régulation
des gènes cibles par IL-17 se fait via l’activation d’une gamme de voie de
signalisation incluant la voie ERK. JNK, et NF-KB (Martel-Pelletier J and Mineau F,
200L Shalom-Barak et al., 199$). aussi IL-17 active d’une façon spécifique la voie
p38 MAPK par laquelle IL-17 peut réguler l’expression du gène COX-2 selon un
modèle transcriptionnel et post-transcriptionnel (Faour et al.. 2003). Cette cytokine
représente un intérêt primordial sur le plan clinique car elle occupe une place
importante dans la hiérarchie des cytokines pro-inflammatoires impliquées dans
Iétiologie des maladies arthritiques. Ainsi IL-17 stimule les macrophages et les
monocytes à produire des quantités énormes de cytokines pro-inflammatoire (IL-113,
TNF-a) (Jovanovic et al., 199$). et les cellules chondrocytes et synoviocytes à
secréter une grande quantité de prostaglandines et des métalloprotéases qui dégradent
la matrice cartilagineuse (Benderdour M and Tardif G. 2002; Chabaud et al., 2000).
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V. 5) Facteur de nécrose des tumeurs (TNf-a)
TNE-u est tine c\tokine pro-inflammatoire secrétée par plusieurs types
cellulaires incluant les macrophages. les monoc’ytes. les lymphocytes. les
kératinocytes et les fibroblastes durant une réaction inflammatoire ou en réponse à
une infection et un stress environnemental (Tracev KJ and Cerarni A. 1993). Cette
cytokine petit provoquer une variété de réponses : elle active les lymphocytes et les
leucocytes. elle est impliquée dans la prolifération, la différenciation cellulaire et
l’apoptose (Tracey KJ and Cerami A, 1993). La liaison du trimère protéique à son
récepteur (TNFRI ou TNER2) induit sa trirnérisation et le recrutement de plusietirs
facteurs associés (TRAF5) (Hsu l-1 and Shu HB. 1996: Vandenabeele et al.. 1995)
pour former le signalsorne responsable de l’activation de plusieurs voies de
signalisation impliquées dans la modulation des gênes cibles (fig.9). TNF-a est un
puissant inducteur de la voie de signalisation NE-KB (Karin M. 2000). aussi TNF-a
peut activer les voies p38 et JNK (Lin ZG and Goedde] DV, 2003: Natoli et al..
1997). Donc il module l’expression des gênes cibles principalement via l’activation
des facteurs de transcriptions NF-KB et AP-l.
V. 6) Pathophvsiologie RA/OA:
L’arthrite rhumatoïde (RA) est une maladie d’étiologie inconnue. Il a été
admis que l’étiologie consiste en une présentation anormale des antigènes par les
cellules présentatrices d’antigènes (APCs) et l’activation des cellules T autoréactives.
Dans ce contexte les cellules T jouent un rôle très important dans le développement
de la maladie. Aussi il n’est pas clair si l’activation des cellules T se prodtiit avant
l’infiltration et la migration trans-endothéliale ou dans le synovium. La
différenciation des APCs nécessite un signal activateur en provenance des cellules T
activées. Par la suite, les APCs sont capables d’activer les cellules T nouvellement
arrivées d’une façon spécifique ou non spécifique dtirant une réaction inflammatoire
locale. Les cellules T activées amorcent le développement et la progression de la
maladie en stimulant les celiciles macrophages et synoviocytes à secréter des
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cytokines pro-inflammatoires selon un processus complexe d’évènements impliquant
un contact du-cet cellule-cellule et/ou cellule-humorale. Dans le cas de l’ostéoarthrite
le point crucial dans le développement de la maladie consiste en un changement
phénotypique des cellules de soutien résidentes dans la jonction articulaire plus
particulièrement les chondrocytes. les synoviocytes et les celitiles osseuses de l’os
souschondral. Certains des synoviocytes acquièrent un phénotype macrophage-like
synoviocyte. les chondrocytes se dédifférencient et présentent un phénotype beaucoup
plus primitifs. Donc ces ceiltiles seront incapables de maintenir une structure
articulaire normale qui se traduit par une faillite structurale de la jonction articulaire
(F ig. 10).
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FIG.IA Représentation schématique de la localisation des trois familles de
protéoglycanes présents clans la matrice extracellulaire du cartilage
Agrécane, petits protéoglycane riches en leucine (déconne) et protéoglycanes de
surfaces (syndécane) en connexion étroite avec le collagène type II.










FIG.1B: Structure protéique et carbohydratée de I’agrécane et de la protéine de
liaison du cartilage articulaire.
Représentation schématique de la structure protéique et carbohydratée de
l’agrécane et de la protéine de liaison du cartilage articulaire. Gi, G2, G3
domaine globulaire; KS kératane sulfate; CS chondroïtine sulfate; EGF:
epidermal growth factor.






FIG.2: Voie générale de synthèse des prostaglandines.
L’acide arachidonique libéré par la PLA2 est converti par l’activité
cyclooxygénase en PGG2 dans une réaction de consommation
d’oxygène. PGG2 est converti en PGH2 par l’activité péroxydase. Des
prostaglandines synthases tissus spécifiques interviennent dans l’étape
finale pour former les prostaglandines définitives























































f1G.3D: Représentation schématique de la séquence protéique des deux
enzymes COX-1 et COX-2
Diagramme schématique de la séquence protéique des deux enzymes
COX-1 et COX-2. EGF (epidermal growth factor-like domain), MBD
(membrane-binding domain), PTEL et STEL (ER retention signal).





















FIG. 4: Voie d’activation métabolique des isoenzymes COXs
Les isoenzymes de COXs sont activés suite à la transiocation nucléaire
de la PLA2 au réticulum endoplasmique et à la membrane nucléaire ou
elle libère PAA. Les COXs catalysent la formation de PGH2 qui va être
converti en PC plus stable par l’activité des isomérases tissues
spécifiques. Les PGs classiques secrétées à l’extérieur de la cellule e.g.,
PGE2, agissent d’une façon autocrïne ou paracrine, en se liant à des
récepteurs membranaires couplés aux protéines G. les PG nucléaires
vont se lier au récepteur PPAR qui va migré vers le noyau pour activer
la transcription des gènes cibles.



















FIG. 6A Fonctions multiples de la partie 3’-UTR de l’ARNm. CPE (cytolasmic
polyadenylation elements), ACE (adenylation control element).





FIG. 5 Représentation schématique des récepteurs aux prostanoïdes.
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FIG. 63: Dégradation de l’ARNm dépendante de la déadénylation de la queue
poly (A).
Première étape: raccourcissement de la queue poly A par des
déadénylase; deuxième étape: J’ARNm déadénylé est décoiffé par des
enzymes de décoiffement. L’étape finale est la dégradation rapide de
1’ARNm par des exonucléases 5’ et 3’





f1G. 6C : Modèle expliquant le phénomène de stabilité et d’instabilité contrôlé
par les séquences AU-rich.
L’interaction des éléments AREs avec des facteurs déstabilisants peut
provoquer une déadénylation rapide de la queue poly A en réduisant
l’affinité de PABP à la queue poly (A). par contre les facteurs
stabilisants empêchent la déadénylation en renforçant la liaison de
PABP à la queue poly (A).
Faculté des Études Supérieures 69
Université de Montréal
Wissarn Faour
r. II.I. lAS t 1ukin. I tu It,ir
q - j -t

















- lui.-. i u tii I.•-.
r
L tuI






p3&L p3Bp p38-ç p38




FIG. $ : Voie de signalisation p38 MAPK, et effet spécifique de SB
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FIG. 9 : Voies de signalisation activées par TNF-a
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FIG. 10 Métabolisme du cartilage
Métabolisme du cartilage : représentation schématique montrant
l’interaction complexe entre les facteurs de croissance anaboliques et
les cytokines cataboliques impliqués dans la conservation de l’intégrité
dc la matrice extracellulaire
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Dans les svnoviocvtes stimulées par interteukin-l 13 ou LPS. a voie de
signalisation p38 MAPK régule d’une façon transcriptionnelle et posttranscritionnelle
l’expression du gène de la cyclooxygénase-2. Suite à la stimulation des synoviocytes
par IL-113. l’ARNm de COX-2 est stabilisé selon une boucle de régulation rétro-
positive. Cette stabilisation dépend essentiellement de l’activation de la p38 MAPK
par la prostaglandine-E2 secrétée. La stimulation des synoviocytes avec IL-113
provoque une induction rapide (5 mm). grande (>30 fois) et prolongée de
l’expréssion de l’ARNrn de COX-2. de la protéine de COX-2 et de la secrétion de la
PGE2. Cette induction est complètement inhibée par SB202190. un inhibiteur sélectif
de la p38 MAPK. et par NS398, un inhibiteur sélectif de l’enzyme COX-2.
L’addition de la PGE2 a complètement renversé l’effet inhibiteur de NS398 mais pas
celui de SB202190. D’ailleurs la PGE2 ne produit pas tin effet additif sur l’induction
de I’expréssion de I’ARNrn de COX-2 par IL-1f3. de même elle n’active pas la
transcription du gène COX-2 dans les celltiles quiécentes. Les études de
transfections faites avec des plasmides contenant différentes constructions du
promotetir du gène COX-2 montrent que la p38 MAPK régtile la transcription de
COX-2 via le site ATF/CRE. L’effet de la p38 MAPK se synergise avec la cascade
de signalisation de l’AMPc, pour activer le promoteur de COX-2. Le niveau
d’ARNm de COX-2 dans les synovioytes préstimulés avec IL-113 4h ptiis lavés et
incubés avec du milieu frais. diminue rapidement (< 2h) pour devenir comparable à
celui du cas contrôle non stimulé. L’addition de la PGE2 après le lavage avec du
milieu frais, stabilise l’ARNm de COX-2 pour une durée prolongée (16h). Les
agonistes des récepteurs EP2 et EP3, butaproste et salprostone respectivement, n’ont
aucun effet à cet égard. Dans ces conditions. l’ajout de 5B202 190 ou un anticorps
anti-PGE2 abolit complètement la stabilisation de l’ARNm de COX-2 dépendante de
la PGE2. Les analyses de déletion faites avec des plasmides chimères contenant la
luciférase liée à la partie 3’-UTR de l’ARNm de COX-2 ont montré que IL-113
stimule la stabilité et la traduction du gène raporteur via les séqtiences AU-riche
Faculté des Études Supérieures 75
Université de Montréal
\\!issai Faour
distales de la partie 3-UTR. Un processus entiêrment dépendant de la boucle
PGE/p38 MAPK. En se basant stir nos réstiltats nous concluons que le niveau et la
durée de lindtiction de lARNm de COX-2. de la protéine de COX-2 ainsi que la
sécretion de la PGE2 suite à la stimulation des synoviocytes avec du IL-lB, résultent
du processus de stabilisation de l’ARNm de COX-2 et de la stimulation de la
traduction «tine façon dépendante de la PGE2. Ce processus comprend une boucle
rétro-positive médiée majoritairement par le récepteur EP4 et la p38 MAPK avec une
implication mineure de LAMPe.
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